




































































































directa	o	 indirectamente	en	esta	 tesis.	Especialmente	al	Prof.	 José	María	Almendral,	que	
proporcionó	generosamente	a	nuestro	grupo	su	colaboración,	enorme	experiencia	sobre	la	
biología	del	virus	diminuto	del	ratón,	y	diversos	materiales	biológicos	imprescindibles;	y	
al	 Prof.	 Pedro	 J.	 de	 Pablo,	 que	 nos	 ha	 ayudado	 con	 su	 colaboración	 y	 como	 experto	











que	me	 enseñó	 a	 trabajar	 en	 el	 laboratorio	 y	 casi	 todas	 las	 técnicas	 que	 he	 tenido	 que	












Dentro	 del	 CBM	 también	 han	 sido	 muchos	 los	 que	 me	 ayudaron	 o	 hicieron	 más	
agradable	estos	años.		Los	encargados	de	cultivos,	Mª	Ángeles,	Anuncia	y	Alfonso,	qué	fácil	
es	 trabajar	con	vosotros	cerca.	Buenas	gentes	del	121	(Ana,	 Isa	y	Celia)	y	del	105	(Angi,	
Flavia	y	Miguel),	muchas	gracias	por	 esos	 ratos	 el	 cultivos.	Maite	y	Mila	de	microscopía	








y	 Ainoa;	 y	 l@s	 que	 ya	 estaban:	 Sandra,	 Celia,	 Alfonso	 y	 Lore,	 mi	 rubia	 preferida	 y	
compañera	 de	 biblioteca.	 	Ha	 sido	 un	 gusto	 compartir	mi	 estancia	 en	 el	 CBM	 con	 todos	
vosotros,	puedo	decir	que	he	tenido	tres	laboratorios	llenos	de	gente	estupenda.		
Mención	especial	en	esta	tesis	merecen	mis	Master	Amigos,	sois	un	grupo	de	gente	
excepcional:	 Jero,	 compañero	 en	 todo	 tipo	 de	 tropelías,	 esperemos	 que	 vengan	muchas	
más	 (los	 tiburones	 nos	 esperan).	 Pachus,	 compañera	 en	 la	 trinchera	 hasta	 el	 final,	 tu	
simpatía	 y	 cariño	 alegraron	 este	 último	 esfuerzo.	 Álvaro	 y	 Aran,	 dos	 de	 las	 mejores	
personas	que	he	conocido.	Carletes	y	Elia,	mis	modernos	preferidos,	no	sé	qué	habría	sido	
de	 mi	 sin	 vuestra	 generosidad.	 Ali,	 la	 de	 la	 sonrisa	 perpetua,	 que	 no	 falten	 las	 cañas.	
Fercho,	el	único	tan	payaso	como	yo,	y	Ram,	compi	de	tribu.		Ratus,	cómo	me	he	divertido	




que	 hay	 en	mi	 es	 gracias	 a	 vosotros.	Mis	 abuelos,	 tíos	 y	 primos,	 pero	 sobre	 todo	 a	mis	
padres,	que	son	 la	viva	 imagen	de	 la	bondad,	del	amor	y	de	 la	dedicación	sin	 límites.	Mi	
único	objetivo	en	la	vida	es	parecerme	a	vosotros	y	ser	capaz	de	sacar	adelante	una	familia	





























































































































































































































In	 this	 study	 we	 have	 carried	 out	 systematic	 analyses	 using	 different	 techniques,	
including	protein	engineering	and	atomic	force	microscopy	(AFM),	to	provide	new	insights	
into	 the	 role	of	protein‐protein	or	protein‐nucleic	 acid	 interfaces,	 interfacial	 residues	and	
interactions	into	assembly/disassembly,	mechanical	stability	and	conformational	dynamics	
of	a	simple	model	icosahedral	virus,	the	minute	virus	of	mice	(MVM).	
In	 the	 first	 part	 of	 this	 study	 we	 carried	 out	 a	 systematic	 mutational	 analysis	 to	
investigate	 the	role	of	 electrically	charged	residues	at	 the	 inner	capsid	wall	 (the	 interface	
between	capsid	and	viral	nucleic	acid)	 in	assembly,	dynamics	and	 infectivity	of	MVM.	The	
results	 revealed	 that	 the	 presence	 and	 distribution	 of	 those	 residues	 is	 not	 generally	
relevant	 for	assembly	or	 infectivity;	however,	rings	of	negatively	charged	residues	around	
the	 capsid	 pores	 are	 critical	 for	 preserving	 the	 pore‐associated	 capsid	 dynamics	 and	 for	
virus	infectivity.	
In	 the	 second	part	 of	 this	 study	we	 subjected	 single	 capsids	 and	virions	 of	MVM	 to	
mechanical	 disassembly	 using	 AFM,	 in	 order	 to	 probe	 the	 disruption	 of	 intersubunit	
interfaces	and	identify	intermediates	in	the	(dis)assembly	pathway.	The	results	allowed	us	
to	experimentally	confirm	the	existence	of	a	series	of	transient	intermediaries	that	had	been	






thermal	 inactivation	 of	 the	 MVM	 virion.	 The	 results	 revealed	 a	 quantitative	 relationship	
between	a	decrease	in	mechanical	stiffness	of	capsid	regions	where	some	interactions	with	
bound	DNA	segments	are	disrupted	by	mutation,	and	an	 increase	 in	 the	propensity	of	 the	
virion	 to	 undergo	 a	 heat‐mediated	 structural	 change	 that	 inactivates	 its	 infectivity.	
Application	 of	 transition	 state	 theory	 indicated	 that	 there	 exists	 a	 linear	 relationship	
between	mechanical	stiffness	in	a	region	of	a	virion,	and	the	energetic	barrier	of	a	structural	
transition	in	which	that	region	is	involved.	
In	 the	 fourth	 and	 last	 part	 of	 this	 study	 we	 carried	 out	 a	 systematic	 mutational	
analysis	 of	 the	 intersubunit	 (intertrimer)	 interfaces	 in	 the	MVM	 capsid	 to	 investigate	 by	
AFM	 the	 role	 of	 interfacial	 residues	 and	 intersubunit	 interactions	 in	 the	 mechanical	
elasticity	 of	 the	 viral	 particle.	 The	 results	 showed	 that	 residues	 generally	 located	 in	
elements	of	secondary	structure	and	placed	along	the	major	lines	that	define	the	intertrimer	
interfaces	 exert	 an	 important	 role	 in	maintaining	 the	mechanical	 elasticity	 of	 the	 capsid.	
Removal	 of	 those	 interfacial	 residues	 almost	 invariably	 caused	 substantial	 increases	 in	
mechanical	 stiffness.	 The	 MVM	 capsid	 appears	 to	 have	 evolved	 towards	 a	 maximum	 of	
mechanical	elasticity.		
Taken	 together,	 the	 results	 of	 this	 study	 have	 provided	 further	 insights	 into	 the	
molecular	 determinants	 of	 the	 properties	 and	 functions	 of	 simple	 virus	 particles.	 In	
particular,	this	work	represents	a	significant	advance	in	the	understanding	of	the	molecular	



























desde	 un	 punto	 de	 vista	 básico	 o	 como	modelos	 biológicos	 sencillos,	 lo	 cual	 aporta	 un	






desarrollo	 de,	 entre	 otras,	 aplicaciones	 tecnológicas,	 biomédicas	 o	 nuevos	 biomateriales	
(Douglas	y	Young,	2006;	Nam	et	al.,	2006;	Bittner	et	al.,	2013;	Kotterman	y	Schaffer,	2014).		
En	 nuestra	 opinión,	 estudios	 centrados	 en	 aspectos	 como	 el	 ensamblaje	 y	
desensamblaje	de	los	virus	(Zlotnick	y	Fane,	2011;	Almendral,	2013;	San	Martin,	2013),	su	
estabilidad	y	dinámica	 conformacionales	 (Bothner	y	Hilmer,	2011;	Mateu,	2013a),	o	 sus	
propiedades	físicas	(de	Pablo	y	Mateu,	2013)	son	relevantes	desde	la	perspectiva	de	cada	
uno	 de	 los	 tres	 enfoques	 mencionados:	 i)	 pueden	 arrojar	 luz	 sobre	 aspectos	 poco	
conocidos	del	ciclo	viral	y	de	procesos	biológicos	en	general;	ii)	contribuir	al	desarrollo	de	
tratamientos	antivirales;	 	 iii)	y/o	generar	nuevos	desarrollos	biotecnológicos	basados	en	





El	 ensamblaje	 de	 una	 partícula	 vírica	 es,	 en	 esencia,	 un	 complejo	 proceso	 de	
oligomerización	definido	por	las	interacciones	entre	las	macromoléculas	participantes.	En	
general,	este	proceso	suele	seguir	una	de	tres	estrategias:	i)	autoensamblaje	de	la	cápsida	
sin	 participación	 directa	 de	 otros	 elementos	 estructurales,	 ii)	 ensamblaje	 asistido	 por	
proteínas	de	andamiaje,	o	iii)	ensamblaje	asistido	por	el	ácido	nucleico	vírico	(Chiu	et	al.,	
1997;	Agbandje‐McKenna	y	McKenna,	2011;	Mateu,	2013a	y	2013b).	
Las	 cápsidas	víricas	más	 sencillas	presentan	simetría	helicoidal.	 Sin	embargo,	 este	






En	 esencia,	 la	 cápsida	 de	 TMV	 se	 ensambla	 a	 partir	 de	 discos	 formados	 por	
aproximadamente	 38	 copias	 de	 la	 proteína	de	 la	 cápsida,	 que	 se	 condensan	 en	 torno	 al	
ácido	 ribonucleico	 (ARN)	 vírico	 de	 cadena	 sencilla	 (cs)	 (Culver,	 2002;	 Clare	 y	 Orlova,	
2010).		
Por	otra	parte,	las	cápsidas	icosaédricas	son	muy	abundantes,	estando	presentes	en	
aproximadamente	 la	 mitad	 de	 familias	 de	 virus	 y	 en	 la	 mayoría	 de	 los	 virus	 animales	
(Mateu,	2013b).	Existe	una	diversidad	muy	notable	en	las	arquitecturas	y	mecanismos	de	
ensamblaje	 de	 este	 tipo	 de	 cápsidas.	 Dentro	 de	 este	 grupo	 	 encontramos	 casos	 de	
ensamblaje	 tan	 sencillos	 como	 el	 del	 virus	 diminuto	 de	 ratón	 (MVM),	 cuya	 cápsida	 de	
número	 de	 triangulación	 T=1	 autoensambla	 a	 partir	 de	 60	 subunidades	 proteicas	 que	
presentan	 un	 plegamiento	 idéntico	 (Agbandje‐McKenna	 et	 al.,	 1998);	 y	 casos	 tan	
complejos	 como	 adenovirus,	 con	 una	 cápsida	 de	 mucho	 mayor	 tamaño	 y	 número	 de	
triangulación	 pseudoT=25,	 compuesta	 de	 muchas	 subunidades	 de	 varias	 proteínas	
distintas,	que	presenta	un	proceso	de	ensamblaje	asistido	en	varias	etapas,	seguido	de	una	
etapa	de	maduración	(San	Martin,	2012	y	2013).	
Durante	 el	 ciclo	 biológico	 de	muchos,	 aunque	 no	 todos	 los	 virus,	 la	 cápsida	 debe	
desensamblarse	para	 liberar	 el	material	 genético.	 Algunos	 virus,	 como	 los	 bacteriófagos	
con	cola,	inyectan	el	ácido	nucleico	genómico	y	no	necesitan	desensamblarse;	otros	virus,	
en	 cambio,	 han	 desarrollado	 cápsidas	 metaestables	 que	 se	 desestabilizan	 a	 través	 de	
procesos	 controlados	 para	 la	 desencapsidación	 del	 genoma	 (Veesler	 y	 Johnson,	 2012;	
Domitrovic	 et	 al.,	 2013).	 El	 proceso	 de	 desensamblaje	 ha	 sido	 estudiado	 para	 diversos	
virus.	 Por	 ejemplo	 el	 virus	 de	 la	 fiebre	 aftosa	 (FMDV),	 tiene	 una	 fuerte	 tendencia	 a	
desensamblarse	 a	 pentámeros,	 lo	 que	 ocurre	 en	 la	 célula	 en	 el	 entorno	 ácido	 de	 los	
endosomas	 (Carrillo	 et	 al.,	 1985;	 Vazquez‐Calvo	 et	 al.,	 2012);	 en	 el	 laboratorio	 este	
proceso	 puede	 igualmente	 dispararse	 cuando	 se	 comunica	 energía	 de	 otros	modos,	 por	
ejemplo	mediante	presión	hidrostática	(Oliveira	et	al.,	1999)	o		calor	(Meloen	et	al.,	1979;	
Mateo	 et	 al.,	 2008;	 Rincon	 et	 al.,	 2014).	 Adenovirus,	 sigue	 un	 complejo	 proceso	 de	
desensamblaje	que	empieza	en	el	exterior	celular	y	termina	en	el	poro	nuclear	(apartado	
1.1.1);	 Poliovirus	 se	 desensambla	 parcialmente	 y	 desencapsida	 	 mediante	 un	 cambio	







Una	 parte	 fundamental	 en	 la	 comprensión	 del	 ensamblaje	 y	 desensamblaje	 de	
partículas	víricas	es	la	caracterización	de	la	ruta	de	(des)ensamblaje	de	la	cápsida,	y	de	los	
intermediarios	 a	 través	 de	 los	 que	 transcurre	 dicha	 ruta.	 A	 este	 respecto	 se	 han	 hecho	
avances	importantes	en	el	conocimiento	del	(des)ensamblaje	de	algunos	virus	complejos	
mediante	 la	 identificación	 experimental	 de	 intermediarios,	 gracias	 a	 su	 suficiente	
estabilidad	 intrínseca,	 y/o	 a	 la	 incapacidad	 para	 ensamblar	 cápsidas	 completas	 en	
determinadas	condiciones,	conseguidas	mediante	métodos	bioquímicos	o	genéticos	(Fane	
y	 Prevelige,	 2003;	 Steven	 et	 al.,	 2005).	 Dos	 ejemplos	 son	 el	 bacteriófago	 HK97	 y	 el	
cianófago	 Syn5.	 En	 HK97	 se	 han	 podido	 identificar	 tres	 intermediarios	 transitorios	 de	
ensamblaje	 durante	 el	 proceso	 de	maduración,	 utilizando	 criomicroscopía	 electrónica	 y	
cristalografía	de	rayos	X	(Lata	et	al.,	2000).	En	Syn5	se	han	podido	identificar	hasta	cinco	
intermediarios	 de	 ensamblaje	 directamente	 dentro	 de	 la	 célula,	 usando	 criotomografía	
electrónica	(Dai	et	al.,	2013).	En	el	caso	de	otros	virus	complejos	se	han	podido	identificar	
intermediarios	 cinéticos	 que	 ocurren	de	modo	muy	breve,	 no	poblados	 en	 el	 equilibrio,	
utilizando	 técnicas	 como	 microscopía	 electrónica	 (Garcia‐Doval	 et	 al.,	 2013),		
espectroscopía	 de	 masas	 con	 ionización	 por	 electrospray	 (Morton	 et	 al.,	 2008)	 o	




El	 desensamblaje	 de	 la	 cápsida	 también	 se	 ha	 estudiado	 con	 algún	detalle	 para	 el	
caso	de	virus	complejos	como	adenovirus	y	el	virus	de	la	inmunodeficiencia	humana	(HIV).	













además	 una	menor	 resistencia	 al	 desensamblaje	 de	 las	 partículas	maduras	 frente	 a	 las	
inmaduras	(Perez‐Berna	et	al.,	2012).	Para	el	desensamblaje	de	la	cápsida	de	HIV,	una	vez	
internalizada	 en	 la	 célula,	 se	 ha	 propuesto	 un	 proceso	 secuencial	mediado	 por	 factores	




Figura	 1:	 Esquema	 de	 ensamblaje	 en	 dos	 estados	 observado	 para	 cápsidas	 de	 virus	
icosaédricos	sencillos.	A)	 Se	 sintetizan	 elementos	 estables	 de	 ensamblaje	 (building	blocks),	 que	






formar	 un	 protómero,	 5	 protómeros	 se	 unen	 dando	 lugar	 a	 un	 pentámero,	 y	 12	
pentámeros	se	asocian	para	formar	la	cápsida	(Rueckert,	1996;	Rincon,	2012).	Durante	el	
desensamblaje,	 la	 cápsida	 se	disocia	 a	pentámeros,	 que	 son	muy	estables	 (ver	 apartado	
anterior).	 Muy	 	 recientemente,	 se	 han	 detectado	 mediante	 espectrometría	 de	 masas	
algunos	 intermediarios	 tardíos	 de	 ensamblaje	 de	 la	 cápsida	 del	 virus	 de	 la	 hepatitis	 B	
(HBV),	 que	 parecen	 ser	 cápsidas	 casi	 completas	 a	 los	 que	 les	 faltan	 unas	 pocas	
subunidades	 (Pierson	 et	 al.,	 2014).	 Sin	 embargo,	 en	 la	 gran	 mayoría	 de	 los	 estudios	
experimentales	 in	 vitro	 sobre	 el	 (des)ensamblaje	 de	 cápsidas	 y	 virus	 sencillos	 se	 han	
encontrado	 procesos	 en	 dos	 estados,	 en	 los	 que	 únicamente	 se	 observan	 los	 elementos	
iniciales	 de	 ensamblaje	 (building	blocks)	 y	 partículas	 completas	 (Figura	 1),	 pero	 ningún	
otro	intermediario	de	ensamblaje	estable	(Zhou	y	Standring,	1992;	Ceres	y	Zlotnick,	2002;	









más	 complejos,	 pueden	 ser	 modelados	 adecuadamente	 (Phelps	 et	 al.,	 2000;	 Singh	 y	
Zlotnick,	2003;	Zandi	et	al.,	2004;	Zlotnick,	2005;	Devkota	et	al.,	2009;	Luque	y	Reguera,	
2010;	 Moisant	 et	 al.,	 2010;	 Rapaport,	 2010;	 Luque	 et	 al.,	 2012;	 Reguera,	 2013).	 El	
problema	con	estos	virus	sencillos	 radica	en	que,	 como	se	ha	comentado	en	el	apartado	
anterior,	 la	 mayoría	 de	 intermediarios	 de	 ensamblaje	 son	 transitorios	 y	 difícilmente	
identificables	 experimentalmente,	 por	 lo	 que	 resulta	 complicado	 validar	
experimentalmente	las	predicciones	realizadas	en	estudios	teóricos.	
Se	 resumen	 a	 continuación	 algunos	 estudios	 teóricos	 y	 simulaciones	 in	 silico	
realizadas	con	modelos	de	cápsidas	(sin	material	genético)	de	virus	icosaédricos	sencillos	
que	 han	 permitido	 realizar	 predicciones	 sobre	 rutas	 e	 intermediarios	 cinéticos	 de	





un	 intermediario	 transitorio.	 	 Zlotnick	 y	 colaboradores	 encontraron	 que	 durante	 las	
primeras	 fases	 del	 desensamblaje	 de	 HBV	 se	 acumulan	 cápsidas	 incompletas	
(especialmente	 aquellas	 a	 las	 que	 les	 falta	 sólo	 un	 capsómero)	 (Moisant	 et	 al.,	 2010)	
creando	una	barrera	energética	que	dificulta	el	progreso	de	la	disociación.	Dichas	cápsidas	
incompletas	 se	 pueden	 considerar	 trampas	 cinéticas,	 siendo	 más	 rápidas	 a	 la	 hora	 de	
reasociar	un	capsómero	que	en	perder	capsómeros	adicionales	(Singh	y	Zlotnick,	2003).	
Estos	estudios	teóricos	se	realizaron	asumiendo	una	baja	energía	de	asociación	entre	los	
capsómeros,	 porque	 favorece	 la	 formación	 de	 cápsidas	 completas	 frente	 a	 la	 formación	
agregados	 aberrantes	 de	 capsómeros	 incompletos	 (Zlotnick	 y	 Mukhopadhyay,	 2011).	
Estos	 autores	 concluyeron	 que	 estas	 cápsidas	 termodinámicamente	 débiles	 son	
estabilizadas	cinéticamente	(Singh	y	Zlotnick,	2003).		
Por	otra	parte,	Rapaport	llevó	a	cabo	simulaciones	de	dinámica	molecular	(MD)	“de	
grano	 grueso”	 (coarse‐grained)	 con	 un	 modelo	 basado	 en	 una	 cápsida	 icosaédrica	 T=1	
genérica	que	ensambla	a	partir	de	20	capsómeros	iguales	(similar	al	ensamblaje	real	de	la	





completas	 (especialmente	 aquellas	 carentes	 de	 un	 único	 capsómero),	 seguidos	 de	 los	
pentámeros	 de	 capsómeros.	 Además	 encontró	 que	 la	 energía	 de	 asociación	 entre	
capsómeros	 es	 fundamental	 para	 un	 correcto	 ensamblaje	 de	 cápsidas	 enteras.	 Si	 dicha	
energía	es	demasiado	baja	no	ocurre	el	ensamblaje	efectivo	de	cápsidas,	mientras	que	si	es	
demasiado	 elevada	 los	 capsómeros	 agregan	 demasiado	 rápido,	 formando	 estructuras	
incompletas	que	acaparan	todos	los	capsómeros	disponibles	y,	en	consecuencia,	impiden	
el	ensamblaje	de	cápsidas	enteras.	A	esta	misma	conclusión	ha	 llegado	diversos	autores,	
tanto	mediante	 estudios	 in	vitro	 como	mediante	 de	 cálculos	 teóricos	o	 	 simulaciones	 	in	
sílico	 (Ceres	 y	 Zlotnick,	 2002;	 Singh	 y	 Zlotnick,	 2003;	 Johnson	 et	 al.,	 2005;	 Chen	 et	 al.,	
2008).	Los	autores	resaltan	además	la	importancia	biológica	de	este	tipo	de	interacciones	




refuerzan	 la	 misma	 mediantes	 procesos	 de	 maduración	 que	 aumentan	 el	 número	 de	
interacciones	entre	subunidades	(Domitrovic	et	al.,	2013;	Reguera,	2013).	
Como	otro	ejemplo,	Reddy	y	colaboradores	calcularon	posibles	rutas	de	ensamblaje	
de	 diversas	 cápsidas	 víricas	 sencillas	 a	 partir	 de	 las	 energías	 de	 asociación	 entre	
subunidades	 de	 la	 cápsida	 (Reddy	 et	 al.,	 1998).	 Para	 parvovirus	 (como	 lo	 es	 MVM)	
encontraron	una	preferencia	por	la	formación	de	cápsidas	incompletas	compuestas	por	45	
subunidades,	 es	 decir,	 carentes	 de	 un	 pentámero	 de	 capsómeros,	 sugiriendo	 que	 este	
podría	 ser	 un	 intermediario	 tardío	 en	 el	 ensamblaje	 de	 estos	 virus	 (Reddy	 y	 Johnson,	
2005).		






en	 el	que,	 utilizando	modelos	de	 grano	 grueso	y	MD,	 comprobaron	 la	 importancia	de	 la	
fase	 de	 nucleación	 y,	 además,	 explicaron	 	 desde	 un	punto	de	 vista	 geométrico	 la	mayor	
vida	media	de	las	cápsidas	casi	completas	a	las	que	solo	les	falta	un	capsómero		(Nguyen	et	




introducirse	 en	 el	 último	 hueco	 de	 la	 cápsida	 supone	 un	 impedimento	 estérico	 que	 	 el	
proceso	debe	salvar,	y	que	es	el	causante	del	retraso	en	el	ensamblaje.		










luz	 sobre	 distintos	 aspectos	 del	 reconocimiento	 entre	 subunidades	 de	 cápsidas	 víricas.	
Foguel	 y	 colaboradores	 (Foguel	 et	 al.,	 1995)	 demostraron	 la	 importancia	 de	 la	
estabilización	 entrópica	 en	 el	 bacteriófago	 P22	 analizando	 algunos	 residuos	 de	 las	




et	 al.,	 1998)	 se	 observó	 una	 disminución	 de	 estabilidad	 cuando	 se	 eliminaron	 ciertas	
interacciones	 entre	 subunidades	 de	 la	 cápsida.	 En	 el	 virus	 del	 enanismo	 amarillo	 de	 la	





(Zlotnick	y	 Fane,	2011)	 gracias	 a	 lo	 cual	 se	 sabe	que	 en	dicho	virus	 el	 ensamblaje	de	 la	
cápsida	 está	 dirigido	 principalmente	 por	 interacciones	 hidrofóbicas	 en	 las	 interfases	












En	 algunos	 laboratorios	 se	 han	 realizado	 estudios	 más	 completos	 sobre	
determinantes	 moleculares	 de	 estabilidad,	 ensamblaje	 y/o	 desensamblaje	 de	 algunas	
cápsidas	víricas,	mediante	mutación	 sistemática	de	 residuos	 individuales	 a	 alanina.	Este	
método	 de	 “alanine	 scanning”	 (Wells,	 1991)	 es	 aceptado	 como	 el	 que	 menos	







virión	 y	 localizados	 en	 alguna	 de	 las	 tres	 diferentes	 interfases	 de	 reconocimiento	 entre	
subunidades.	 En	 nuestro	 laboratorio	 hemos	 hecho	 uso	 abundante	 de	 ésta	 metodología	
para	 disecar	 el	 papel	 estructural	 y	 funcional	 de	 residuos	 individuales	 situados	 en		
interfases	 entre	 subunidades	 de	 la	 cápsida	 en	 tres	 virus	modelo	 distintos:	HIV,	 FMDV	y	
MVM.	
En	el	caso	de	HIV	realizamos	una	disección	termodinámica	completa	de	una	de	las	
tres	 interfases	 principales	 entre	 subunidades	 de	 la	 cápsida	 madura,	 la	 interfase	 de	
homodimerización	de	la	proteína	CA.	Esta	interfase	resultó	una	típica	interfase	proteína‐
proteína,	 pero	 con	 la	 particularidad	 de	 que	 su	 baja	 afinidad	 se	 debe	 a	 la	 presencia	 de	
residuos	conservados	que	disminuyen	la	energía	de	interacción,	en	algún	caso	mediante	el	
establecimiento	 de	 repulsiones	 electrostáticas	 (del	 Alamo	 et	 al.,	 2003;	 del	 Alamo	 et	 al.,	
2005).		
En	 el	 virión	 de	 FMDV	 analizamos	 el	 papel	 funcional	 de	 cada	 cadena	 lateral	 en	 la	
interfase	 entre	 subunidades	 pentaméricas.	 Encontramos	 que	 la	 gran	 mayoría	 de	 estas	
cadenas	 laterales	 son	 individualmente	 muy	 importantes	 para	 la	 infectividad	 del	 virión	
(Mateo	 et	 al.,	 2003).	 Cabe	 destacar	 además	 que,	 al	 igual	 que	 ocurre	 en	 HIV,	 existen	






En	 el	 caso	 de	MVM,	 hemos	 analizado	 sistemáticamente	 el	 papel	 en	 el	 ensamblaje,	
estabilidad	 y/o	 dinámica	 conformacional	 de	 la	 cápsida	 y	 la	 infectividad	 del	 virión	 de	
residuos	de	la	cápsida	implicados	en	la	mayoría	de	interacciones	entre	subunidades	de	la	
misma.	 Estos	 residuos	 se	 encuentran	 localizados	 bien	 en	 interfases	 entre	 trímeros	 de	
subunidades	 (que	 como	 ya	 se	 ha	 mencionado,	 constituyen	 los	 elementos	 estructurales	
estables	a	partir	de	 los	cuales	se	ensambla	 la	cápsida);	o	bien	en	 las	 interfases	entre	 las	
tres	 subunidades	 de	 la	 cápsida	 que	 forman	 cada	 trímero	 estable.	 En	 el	 caso	 de	 las	
interfases	intertriméricas,	se	encontró	que	los	pocos	residuos	que	entierran	en	la	interfase	




de	 la	 cápsida,	 resultaron	 críticos	 para	 la	 infectividad	 del	 virión	 al	 impedir	 un	 cambio	
conformacional	de	la	cápsida,	asociado	a	la	extrusión	de	extremos	N‐terminales	(Nt)	de	la	
proteína	VP2	de	 la	cápsida	(Carreira	et	al.,	2004;	Reguera	et	al.,	2004).	En	el	caso	de	 las	
interfases	 intratrímeros	 se	 encontró	 que	 casi	 todos	 los	 residuos	 ensayados	 son	





de	 interacciones	 no	 covalentes,	 pero	 altamente	 energéticas,	 regulan	 de	 forma	 crítica	 el	
ensamblaje	 de	 la	 cápsida.	 En	 otros	 casos,	 un	 número	 mucho	 mayor	 de	 interacciones	
débiles	dan	cuenta	del	ensamblaje	y	la	estabilidad	de	la	cápsida.	Todo	ello	parece	indicar	
que	la	estructuración	de	estas	interfases	es	el	resultado	de	un	complejo	proceso	evolutivo	




poco	 conocidos	 del	 ciclo	 vírico,	 y	 también	 a	 desarrollar	 fármacos	 antivirales	 que	








número	mínimo	 de	 elementos	 estructurales,	 que	 en	muchos	 casos	 incluyen	 únicamente	
una	cápsida	muy	sencilla	y	el	ácido	nucleico	genómico		(Rossmann	y	Johnson,	1989;	Chiu	
et	al.,	1997;	Agbandje‐McKenna	y	McKenna,	2011;	Bothner	y	Hilmer,	2011;	Caston,	2013).	
Por	ejemplo,	 la	partícula	vírica	ha	de	ser	 lo	suficientemente	robusta	como	para	evitar	 la	
pérdida	 de	 integridad	 en	 condiciones	 desfavorables,	 pero	 también	 ha	 de	 ser	
conformacionalmente	 lábil	 para,	 por	 ejemplo,	 liberar	 el	 material	 genético	 dentro	 de	 la	
célula.	 Una	 solución	 para	 satisfacer	 estas	 condiciones	 contradictorias	 es	 alcanzar	 un	
balance	delicado	entre	estabilidad	e	 inestabilidad;	otra	solución	más	sofisticada	consiste	




energía	 de	 activación)	 que	 le	 permita	 alcanzar	 la	 energía	 del	 estado	 de	 transición	 de	 la	
reacción.	In	vivo,	este	aporte	de	energía	puede	llegar,	además	de	a	través	de	fluctuaciones	
térmicas,	 como	 consecuencia	 de,	 por	 ejemplo,	 la	 unión	de	 la	 partícula	 vírica	 al	 receptor	
celular,	o	la	liberación	de	o	interacción	con	un	factor	(molécula)	de	la	célula	o	del	virus,	o	
la	 acidificación	 del	 medio	 en	 un	 endosoma.	 In	 vitro,	 estos	 mismos	 cambios	
conformacionales	 pueden	 ser	 inducidos	 de	 otras	 maneras,	 por	 ejemplo	 aumentando	 la	
temperatura	del	medio	(Carreira	et	al.,	2004;		Reguera	et	al.,	2004;	2005).		
La	 metaestabilidad	 de	 los	 virus	 puede	 no	 solo	 conferir	 una	 ventaja	 biológica	
permitiendo	o	facilitando	el	proceso	de	infección;	también	puede	convertirse	en	un	talón	
de	Aquiles	cuando	un	cambio	conformacional	se	dispara	a	destiempo	por	causas	ajenas	al	




Debido	 a	 su	 relevancia	 biológica,	 el	 estudio	 de	 la	 dinámica	 conformacional	 de	
partículas	víricas	resulta	especialmente	interesante	(Belnap	et	al.,	2000;	Smyth	y	Martin,	
2002;	Johnson,	2003;	Cotmore	y	Tattersall,	2007;	Johnson,	2010;	Bothner	y	Hilmer,	2011;	
Castellanos	 et	 al.,	 2012a;	 Mateu,	 2013b).	 Los	 cambios	 conformacionales	 directamente	




suelen	 estar	 relacionados	 con	 el	 fenómeno	 de	 metaestabilidad,	 implican	 cambios	
estructurales	más	o	menos	generales	de	 la	partícula,	y	 suelen	ser	 irreversibles	 (ver,	por	
ejemplo		(Fricks	y	Hogle,	1990;	Conway	et	al.,	2001;	Liepold	et	al.,	2005;	Bothner	y	Hilmer,	
2011;	Delgui	y	Rodríguez,	2013;	San	Martin,	2013).	
Es	 importante	 resaltar	 que	 existe	 otro	 tipo	 de	 dinámica	 conformacional	 de	 las	
partículas	víricas,	que	ocurre	de	forma	reversible	en	el	equilibrio,	y	que	se	ha	denominado	




ciclo	vírico.	 La	 respiración	de	 la	partícula	vírica	 es	un	 fenómeno	global,	 aunque	algunas	
regiones	o	elementos	estructurales	suelen	presentar	un	mayor	dinamismo.	A	continuación	
se	 citan	 algunos	 ejemplos	 de	 dinamismo	 local	 en	 virus.	 En	 FMDV	 existe	 un	 bucle	
encargado	de	la	unión	al	receptor	celular	que	tiene	una	enorme	movilidad,	permitiéndole	
adoptar	posiciones	muy	variadas;	esta	flexibilidad	local	parece	ser	relevante	en	aspectos	
del	 reconocimiento	 de	 la	 cápsida	 por	 anticuerpos	 y	 por	 el	 receptor	 celular	 (Mateu	 y	






(Flock	House	 Virus)	 en	 el	 cual,	 mediante	 digestión	 con	 proteasas	 y	 espectroscopía	 de	
masas	 se	 demostró	 la	 extrusión	 de	 ciertos	 dominios	 que	 en	 principio	 estaban	
interactuando	 con	 el	 ARN	 en	 el	 interior	 de	 la	 cápsida	 (Bothner	 et	 al.,	 1998;	 Bothner	 y	
Hilmer,	2011).	
En	 definitiva,	 los	 estudios	 funcionales	 y	 estructurales	 muestran	 que	 muchas	
partículas	 víricas	 son	 entidades	 conformacionalmente	 muy	 dinámicas.	 Algunas	 de	 ellas	
han	adquirido	evolutivamente	una	característica	metaestabilidad	que	les	permite	cumplir	








algunos	 procesos	 virales,	 como	 el	 ensamblaje	 de	 la	 cápsida	 (Durham	 et	 al.,	 1971)	 o	 el	
empaquetamiento	 del	 material	 genético	 (Bancroft	 et	 al.,	 1969;	 Bink	 y	 Pleij,	 2002),	
especialmente	 en	 virus	 ARN	 (Belyi	 y	Muthukumar,	 2006;	 Ruigrok	 et	 al.,	 2011;	Ni	 et	 al.,	
2012).	 A	 continuación	 se	 revisan	 los	 resultados	 de	 algunos	 estudios	 relevantes	 sobre	
influencia	de	las	fuerzas	electrostáticas	en	distintos	aspectos	de	la	biología	de	los	virus.		




y	 sobre	 la	 estabilidad	 las	 mismas.	 En	 algunos	 casos,	 como	 el	 de	 HIV,	 pueden	 estar	





En	 otros	 casos,	 las	 interacciones	 electrostáticas	 pueden	 estar	 regulando	 el	
ensamblaje	 de	 la	 cápsida	 en	 sí	 misma	 (Garmann	 et	 al.,	 2014),	 como	 ocurre	 en	 TMV.	
Apantallando	 la	 carga	 eléctrica	 mediante	 la	 adición	 de	 sales	 al	 medio,	 se	 consiguieron	
ensamblar	 cápsidas	 vacías,	 sin	 la	 participación	 del	 ARN	 vírico.	 Este	 efecto	 se	 debe	 a	 la	
existencia	 de	 repulsiones	 electrostáticas	 entre	 subunidades	 de	 la	 cápsida	mediadas	 por	
ciertos	grupos	carboxilato	(Durham	et	al.,	1971;	Stubbs,	1999).			
Otro	 aspecto	 regulado	 por	 fuerzas	 electrostáticas	 en	 algunos	 virus	 es	 el	
desensamblaje	 de	 la	 cápsida,	 como	 ocurre	 en	 el	 virus	 40	 vacuolado	 del	 simio	 (SV40)	
(Kawano	et	 al.,	 2009).	Otro	ejemplo	bien	conocido	es	el	de	FMDV.	En	 la	 cápsida	de	este	
virus	se	encuentran	ciertas	histidinas	cercanas	a	 las	 interfases	entre	pentámeros,	que	se	











1.4.2. 	Influencia	 del	 potencial	 electrostático	 en	 el	
empaquetamiento	del	ácido	nucleico	en	el	virión	





presentes	 en	 cristales	 de	 ácidos	 nucleicos	 (P.J.	 Jardine,	 2006;	 Comolli	 et	 al.,	 2008),	 que	
pueden	generar	 fuertes	presiones	dentro	de	 la	 cápsida	 (Smith	et	 al.,	 2001;	Petrov	et	 al.,	
2007;	 Hernando‐Perez	 et	 al.,	 2012).	 Por	 ejemplo,	 para	 el	 bacteriófago	 29	 se	 ha	
demostrado	 experimentalmente	 la	 importancia	 de	 contrarrestar	 el	 exceso	 de	 carga	
negativa	del	ADN	para	que	se	inicie	el	empaquetamiento	del	genoma	(Fuller	et	al.,	2007).		
Diferentes	virus	han	adquirido	diferentes	mecanismos	para	neutralizar,	al	menos	en	
parte,	 el	 exceso	 de	 carga	 negativa	 debido	 al	 material	 genético,	 y	 así	 facilitar	 el	
empaquetamiento	del	genoma	sin	desestabilizar	excesivamente	la	partícula	vírica.	Uno	de	
los	más	 frecuentes	 consiste	 en	 la	 presencia	 de	 un	 exceso	 de	 residuos	 ácidos	 en	 la	 cara	
interna	 de	 la	 cápsida	 (Tao	 Hu,	 2008).	 Algunos	 virus	 ARN	 cs	 constituyen	 ejemplos	 bien	
estudiados	 de	 la	 neutralización	 de	 parte	 de	 la	 carga	 del	 material	 genético	 por	 este	
mecanismo,	y	de	su	influencia	en	el	empaquetamiento	del	genoma	y	en	el	ensamblaje	y	la	















los	 mutantes	 con	 más	 cargas	 positivas	 en	 dichos	 segmentos	 empaquetaron	 mayores	
cantidades	 de	 ARN	 (Ni	 et	 al.,	 2012).	 Aunque	 los	 autores	 matizan	 que	 los	 cambios	
realizados	 sobre	 la	 carga	 electrostática	 no	 dan	 cuenta	 de	 todos	 los	 efectos	 producidos	
sobre	el	empaquetamiento	del	ARN.		
Otros	virus,	como	SV40	cuyo	genoma	es	ácido	desoxiribonucleico	(ADN)	de	cadena	
doble	 (cd)	 reclutan	histonas	 celulares,	 cargadas	positivamente,	 para	 contrarrestar	 parte	




vírico	 es	 neutralizada	 por	 la	 unión	 de	 cationes	 de	 pequeño	 tamaño,	 incluyendo	 iones	
metálicos	o	moléculas	orgánicas	policatiónicas	como	 la	espermina.	Por	ejemplo,	 tanto	el	
bacteriófago	 T4	 como	 herpesvirus	 contienen	 en	 su	 interior	 poliaminas	 que	 ayudan	 a	
contrarrestar	 la	 fuerte	 carga	 negativa	 de	 sus	 genomas;	 dichas	 poliaminas	 pueden	 ser		
sustituidas	 por	 otros	 cationes	 (Tabor	 y	 Tabor,	 1984).	 En	 el	 fago	29	 se	 ha	 estudiado	 el	
efecto	de	distintos	cationes	(Na+,	Mg2+	y	Co3+)	en	el	empaquetamiento	del	genoma	y	se	ha	
podido	 comprobar	 que	 sin	 la	 presencia	 de	 iones	 Mg2+	 	 no	 es	 posible	 empaquetar	 el		
genoma	completo	(Fuller	et	al.,	2007).	Los	diferentes	mecanismos	comentados,	y	otros,	no	
son	excluyentes	y	pueden	contribuir	en	diferentes	medidas	a	la	neutralización	de	la	carga	
negativa	 del	 material	 genético,	 al	 empaquetamiento	 del	 genoma,	 y	 a	 la	 estabilización	
relativa	del	virión.	
1.4.3. 	Influencia	 de	 las	 cargas	 eléctricas	 en	 la	 dinámica	
conformacional	de	los	virus	
Entre	las	diversas	formas	utilizadas	por	diferentes	virus	para	controlar	transiciones	
conformacionales	 biológicamente	 relevantes	 se	 encuentran	 los	 cambios	 en	 el	 potencial	





de	 pH.	 Por	 ejemplo,	 durante	 el	 proceso	 de	 maduración	 del	 bacteriófago	 HK97,	 la	
estabilización	 del	 paso	 de	 precabeza	 a	 cabeza,	 en	 que	 la	 cápsida	 se	 expande,	 parece	




empaquetando	 y	 los	 residuos	 ácidos	 de	 la	 cara	 interna	 de	 la	 precabeza	 (Conway	 et	 al.,	
2001).	
En	la	estructura	cristalográfica	de	parvovirus	como		CPV	o	MVM	se	han	observado	
un	número	muy	 limitado	de	 cationes	divalentes	 interaccionando	directamente	 con	unos	
pocos	grupos	fosfatos	en	segmentos	de	ADN	cs	unidos	a	la	pared	interna	de	la	cápsida	(Xie	
y	 Chapman,	 1996;	 Agbandje‐McKenna	 et	 al.,	 1998).	 En	 MVM,	 la	 adición	 de	 un	 agente	
quelante	de	cationes	divalentes	provoca	la	externalización	del	ADN	vírico	en	experimentos	
in	vitro,	 lo	que	sugiere	 la	posibilidad	de	que	 interacciones	entre	estos	cationes	y	el	ADN	
contribuyen	a	mantener	el	genoma	empaquetado	(Cotmore	et	al.,	2010).	
En	conclusión,	existe	una	clara	evidencia	sobre	la	influencia	de	residuos	cargados	y	
del	 potencial	 electrostático	 de	 partículas	 víricas	 sobre	 sobre	 diferentes	 propiedades	 y	
funciones	biológicas	de	estas	partículas.	 Sin	embargo,	 existen	aún	muchos	 interrogantes	
sobre	 este	 tema.	 Por	 ejemplo,	 en	 nuestro	 conocimiento	 no	 se	 ha	 realizado	 hasta	 el	
momento	 ningún	 	 estudio	 sistemático	 del	 papel	 estructural	 y	 funcional	 de	 residuos	
cargados	en	el	interior	de	una	cápsida	vírica.			
1.5. Propiedades	mecánicas	de	las	partículas	víricas	





a	 las	 fisiológicas	 (de	 Pablo,	 2013;	 de	 Pablo	 y	 Carrion‐Vazquez,	 2014).	 Además,	
aprovechando	 las	 características	 que	 presenta	 el	 AFM,	 en	 las	 que	 se	 establece	 una	
interacción	 entre	 una	 parte	 del	 microscopio	 (la	 punta)	 y	 el	 objeto,	 durante	 la	 última	
década	 se	 ha	 venido	 utilizando	 el	 AFM	 para	 estudiar	 las	 propiedades	 mecánicas	 de	
partículas	víricas,	así	como	sus	posibles	implicaciones	biológicas	y	nanotecnológicas.		
1.5.1. 	El	microscopio	de	fuerzas	atómicas	
El	 AFM	 es	 un	 tipo	 de	 SPM	 basado	 en	 la	 determinación	 de	 las	 interacciones	 que	
surgen	 del	 contacto	 directo	 entre	 una	 punta	 de	 radio	 nanométrico	 y	 una	 muestra,	
independientemente	 de	 la	 existencia	 de	 una	 diferencia	 de	 potencial	 entre	 la	 punta	 y	 la	
muestra,	condición	imprescindible	en	los	microscopios	STM	anteriores	al	AFM	(Binnig	et	

















sitio	de	contacto	con	 la	punta	del	microscopio.	El	movimiento	de	 la	muestra	a	 lo	 largo	de	 los	dos	
ejes	 horizontales	 mediante	 la	 expansión	 o	 contracción	 controladas	 del	 piezoeléctrico	 en	 estas	
direcciones	 permite	 la	 medición	 de	 la	 altura	 de	 cada	 punto	 de	 la	 muestra,	 generando	 un	 mapa	
topográfico.	Se	da	una	descripción	más	detallada	en	el	texto.	
Un	esquema	de	un	AFM	se	muestra	en	la	Figura	2.	En	una	configuración	típica	(como	
la	 que	 utilizamos	 en	 nuestro	 laboratorio),	 la	 muestra	 (partículas	 víricas	 en	 un	 tampón	
fisiológico,	inmovilizadas	sobre	vidrio	silanizado)	se	coloca	sobre	un	soporte	especial	para	
muestras	líquidas,	que	a	su	vez	descansa	sobre	un	material	piezoeléctrico.	Dicho	material	
puede	 dilatarse	 en	 las	 tres	 direcciones	 del	 espacio	 (x,	 y,	 z)	 como	 respuesta	 a	 voltajes		
aplicados	desde	la	unidad	de	control.	Sobre	la	muestra	se	coloca	una	micropalanca	flexible	
o	 cantilever	que	 lleva	 en	 su	 extremo	 una	 punta	 de	 radio	 nanométrico	 en	 su	 parte	 final.	
Dicha	punta	interacciona	con	la	muestra	gracias	al	movimiento	del	piezoeléctrico,	que	en	




Para	 controlar	 la	 fuerza	 de	 interacción	 que	 surge	 entre	 la	 punta	 y	 la	 muestra	 se	 hace	
incidir	 un	 haz	 láser	 sobre	 la	 micropalanca	 y	 este	 a	 su	 vez	 se	 refleja	 en	 un	 fotodiodo.	
Cuando	la	micropalanca	se	deflexiona	el	ángulo	de	incidencia	del	haz	láser	sobre	la	misma	
varía,	 y	 por	 tanto	 lo	 hace	 la	 posición	 en	 que	 el	 haz	 se	 refleja	 sobre	 el	 fotodiodo.	 Las	
variaciones	en	la	posición	del	haz	láser	sobre	el	fotodiodo	son	transmitidas	a	la	unidad	de	
control	 la	 cual,	 mediante	 un	 sistema	 de	 retroalimentación,	 ajusta	 la	 dilatación	 del	









Arriba:	 modelo	 ideal	 de	 un	
icosaedro	 observado	 a	 lo	
largo	 de	 un	 eje	 de	 simetría	
binario	 (S2),	 ternario	 (S3)	 o	
quinario	(S5);	Centro:	Modelo	
de	 la	 cápsida	 icosaédrica	 de	
MVM	 obtenido	 a	 partir	 de	 su	
estructura	 cristalográfica,		
orientado	 del	 mismo	 modo	
que	 el	 icosaedro.	 Abajo:	
Imágenes	 de	 cápsidas	
individuales	 de	 MVM	
orientadas	 del	 mismo	 modo	
que	 el	 modelo	 cristalográfico	
y	 el	 icosaedro.	 Las	 zonas	 de	
mayor	 altura	 se	 indican	 en	
tonalidades	más	claras.		










Visualización	 de	 partículas	 víricas.	 Para	 visualizar	 partículas	 víricas	 individuales	
mediante	AFM		han	de	sucederse	múltiples	ciclos	de	aproximación	punta	muestra	(eje	z)	
conocidos	 como	 curva	 Fuerza	 (F)‐distancia	 (z)	 (curva	 Fz).	 Este	 ciclo	 consta	 de	 varias	
etapas	 	 que	 se	 describen	 en	 detalle	 en	 la	 Figura	 4.	 Cuando	 se	 obtienen	 imágenes	 de	
muestras	biológicas	se	debe	utilizar	una	fuerza	máxima	suficientemente	baja,	de	modo	que	
le	muestra	no	sea	(apenas)	deformada	por	la	punta,	de	tal	forma	que	el	desplazamiento	del	
piezoeléctrico	 sea	 un	 reflejo	 directo	 de	 la	 altura	 de	 la	 muestra	 en	 dicho	 punto.	 La	
realización	y	registro	de	curvas	Fz	en	el	plano	(x,	y)	componen	una	imagen	tridimensional	
de	 la	 partícula	 estudiada	 que	 permite	 identificar	 sus	 características	 topográficas.	 El	
estudio	 de	 estas	 características	 permite	 determinar	 la	 integridad	 y	 orientación	 de	 la	
partícula	(Figura	3).	La	comparación		de	imágenes	obtenidas	a	lo	largo	del	tiempo	permite	
seguir	 la	 evolución	 temporal	 de	 una	 partícula.	 Del	 mismo	 modo,	 	 la	 comparación	 de	
imágenes	antes	y	después	de	distintas	 	 intervenciones	físico‐químicas	permite	el	estudio	
del	 efecto	provocado	 sobre	dicha	partícula	 individual	 de	dichos	 agentes	quimico‐físicos.	
Por	ejemplo,	se	puede	realizar	una	 indentación	mecánica	(explicada	más	abajo)	sobre	 la	
partícula	y	mediante	 la	 realización	de	una	nueva	 imagen	comprobar	el	 efecto	que	dicha	
agresión	 mecánica	 ha	 tenido	 sobre	 la	 misma.	 Si	 la	 partícula	 ha	 mostrado	 un	








Figura	4.	Explicación	 gráfica	de	una	 curva	Fz.	 Se	 indica	 la	 deflexión	 de	 la	 micropalanca,	 que	
puede	convertirse	en	el	valor	de	la	fuerza	F	en	función	del	desplazamiento	relativo	punta‐muestra	a	
lo	largo	del	eje	z.	La	fase	aproximación	entre	punta	y	muestra	se	indica	en	verde,	y	la	fase	retracción	
se	muestra	en	 rojo.	A:	punto	 inicial	en	el	que	el	piezoeléctrico	comienza	a	dilatarse	acercando	 la	
muestra	 a	 la	punta.	B:	punto	 en	 el	 que	 la	muestra	 y	 la	punta	 contactan.	 Se	 aprecia	 una	pequeña	
deflexión	 negativa	 provocada	 por	 las	 fuerzas	 atractivas	 que	 surgen	 entre	 la	 punta	 y	 la	muestra.								
C:	punto	de	deflexión	máxima	de	la	punta.	La	diferencia	entre	el	voltaje	original	en	A	y	C	es	la	fuerza	
aplicada	sobre	nuestra	muestra	(Fap).	Este	punto	es	seleccionado	por	el	usuario	(set	point).	Llegados	
a	 	 él,	 el	 sistema	 de	 retroalimentación	 comienza	 a	 retraer	 el	 piezoeléctrico	 para	 que	 la	 fuerza	
ejercida	no	supere	la	establecida.	D:	El	piezoeléctrico	se	retrae	alejando	la	muestra	de	la	punta.	La	



















una	 serie	 de	 indentaciones	 de	 elevada	 fuerza	 sobre	 ésta,	 obteniendo	 en	 cada	 caso	 una	
curva	Fz	como	 la	descrita	en	 la	Figura	4.	Cada	ciclo	completo	de	movimiento	en	el	eje	z	
consta	de	varias	etapas:	 aproximación,	 contacto,	deflexión	de	 la	micropalanca	hasta	una	
fuerza	 predeterminada	 (set	point)	 y	 retracción.	 Durante	 la	 aproximación	 la	 punta	 está	
libre	 de	 interacciones	 más	 allá	 de	 las	 fuerzas	 generadas	 por	 los	 desplazamientos	 del	
líquido	 en	 el	 que	 se	 encuentra.	 Instantes	 antes	 del	 contacto	 punta‐muestra	 pueden	
aparecer	 fuerzas	 atractivas	 o	 repulsivas,	 generalmente	 de	 origen	 electrostático,	 entre	
ambas	que	se	ven	suelen	ver	reflejadas	en	la	Fz.		A	continuación	viene	la	región	lineal	de	la	




una.	 Los	 estudios	 experimentales	 y	 teóricos	 sobre	 el	 comportamiento	 mecánico	 de	





(ks)	 se	 calcula	 considerando	 la	 micropalanca	 y	 la	 partícula	 como	 dos	 muelles	 en	 serie	
(Figura	5),	y	utilizando	la	ley	de	Hooke:	F	=	‐kx,	(donde	F	corresponde	a	la	fuerza	aplicada	
a	 un	muelle;	 k	 es	 la	 constante	 elástica	 del	muelle	 y	 x	 el	 desplazamiento	 (compresión	 o	
extensión)	del	muelle)	(Meyer	y	Amer,	1988).	En	la	Figura	5	se	indican	como	ejemplo	dos	
Fzs	realizadas	sobre	dos	sustratos	distintos:	en	negro	sobre	una	superficie	indeformable,	
por	 lo	 que	 se	 aprecia	 una	 región	 lineal	 que	 depende	 únicamente	 de	 la	 deflexión	 de	 la	
micropalanca;	 en	 verde	 una	 Fz	 realizada	 sobre	 una	 partícula	 vírica	 deformable.	 Tras	 el	
contacto	 se	 aprecia	 primero	 una	 región	 lineal	 que	 corresponde	 a	 la	 mencionada	
indentación	 en	 la	 que	 la	 deformación	 depende	 linealmente	 de	 las	 fuerzas	 aplicadas	 y,	 a	
continuación,	 una	 zona	 no	 lineal	 precedida	 de	 un	 salto	 que	 corresponde	 a	 una	
deformación	no	elástica	de	 la	partícula	o	a	una	pérdida	de	contacto	punta‐muestra.	 	Los	







vírica	mediante	AFM.	a)	A	 la	 izquierda,	micropalanca	 y	 partícula	 vírica	 se	 comportan	 como	 un	
sistema	de	dos	muelles	en	serie	con	constantes	elásticas	kc	y	ks	respectivamente,	dando	lugar	a	una	
constante	 elástica	 efectiva	 del	 sistema	 kef.	 Esta	 última	 se	 puede	 determinar	 experimentalmente	
mediante	la	realización	de	indentaciones	sobre	la	partícula	y	la	obtención	de	las	correspondientes	
curvas	 Fz.	b)	Representación	 gráfica	 Fz	 del	 resultado	 de	 dos	 indentaciones	 utilizando	 AFM,	 una	
directamente	 sobre	 un	 material	 indeformable	 (negro)	 y	 la	 otra	 sobre	 una	 partícula	 vírica	
inmovilizada	 sobre	 un	 material	 indeformable	 (verde).	 La	 constante	 elástica	 de	 la	 partícula	 se	
calcula	como	se	indica	en	el	apartado	3.13.5.	Adaptado	de	(Carrasco,	2008).	
1.5.2. Determinantes	moleculares	 de	 las	 propiedades	mecánicas	
de	los	virus	
El	 primer	 virus	 para	 el	 que	 se	 determinó	 la	 rigidez	 mecánica	 en	 condiciones	
cercanas	a	 las	 fisiológicas	fue	el	bacteriófago	29	(Ivanovska	et	al.,	2004).	A	este	trabajo	
pionero	 le	han	seguido	otros	con	el	mismo	virus	 (Carrasco	et	al.,	2011;	 Ivanovska	et	 al.,	
2011)	o	con	otros	fagos,	como	(Ivanovska	et	al.,	2007;	Evilevitch	et	al.,	2011;	Hernando‐
Perez	et	al.,	2014a),		HK97	(Roos	et	al.,	2012)	y	T7	(Hernando‐Perez	et	al.,	2014b);	o	con	
algunos	 virus	 animales	 o	 de	 plantas,	 entre	 los	 que	 se	 incluyen:	 MVM	 (realizados	 en	
colaboración	entre	nuestro	grupo	y	el	del	Dr.	de	Pablo)	(Carrasco	et	al.,	2006;	Carrasco	et	
al.,	 2008);	 CCMV	 (Michel	 et	 al.,	 2006)	 el	 virus	 de	 la	 leucemia	murino	 (MLV)	 (Kol	 et	 al.,	
2006)	y	HIV	 (Kol	et	 al.,	2007);	el	virus	herpes	simple	 tipo	1	 (HSV‐1)	 (Liashkovich	et	 al.,	










virus	 como	 de	 sus	 posibles	 aplicaciones	 nanotecnológicas,	 es	 la	 identificación	 de	 los	
determinantes	 moleculares	 de	 las	 propiedades	 mecánicas	 de	 virus.	 Sin	 embargo,	 aún	





una	 misma	 partícula	 vírica.	 Estos	 estudios	 han	 permitido	 identificar,	 de	 modo	 aun	
extremadamente	 limitado,	 algunas	 causas	 estructurales	 concretas	 de	 la	 rigidez	 o	
resistencia	 mecánica	 de	 estas	 partículas.	 Algunos	 de	 estos	 trabajos	 se	 resumen	 a	
continuación.		
La	 comparación	 estructural	 y	mecánica	 de	 CCMV	 y	 de	 un	 variante	 natural	 con	 la	
mutación	 K42R	 en	 la	 proteína	 de	 la	 cápsida	 permitió	 proponer	 que	 la	 rigidificación	
mecánica	observada	en	el	mutante	se	debe	a	la	introducción	de	660	nuevas	interacciones	
entre	subunidades	de	la	cápsida	(Michel	et	al.,	2006).	
El	 análisis	mecánico	 de	 VLPs	 de	 norovirus	mostró	 que	 las	 partículas	 son	 estables	
mecánicamente	a	pH	ácidos	y	neutros,	pudiendo	soportar	múltiples	indentaciones	de	alta	








cápsidas	 y	 viriones	mutantes	 de	MVM.	 Los	 resultados	 demuestran	 que	 en	 éste	 virus	 la	
partícula	 vírica	 es	mecánicamente	 reforzada	 anisotrópicamente	por	 segmentos	 del	 ADN	
vírico	unidos	a	su	cara	interna	(Carrasco	et	al.,	2006;	Carrasco	et	al.,	2008).	Este	refuerzo	
mecánico	ocurre	cerca	de	los	ejes	de	simetría	binarios	(S2)	y	ternarios	(S3)	de	la	cápsida.	
En	 cambio,	 las	 regiones	 alrededor	 de	 los	 ejes	 de	 simetría	 quinarios	 (S5)	 se	 encuentran	
libres	de	interacciones	con	el	ADN	y	se	mantienen	conformacionalmente	elásticas,	lo	que	





manipular	 la	 rigidez	 mecánica	 de	 partículas	 víricas.	 La	 eliminación	 de	 algunas	
interacciones	entre	la	cápsida	y	los	parches	de	ADN	aumentó	la	elasticidad	de	las	regiones	
S2	y	S3;	la	eliminación	de	algunas	interacciones	entre	residuos	de	la	cápsida	generalmente	
aumentó	 la	 rigidez	mecánica	 de	 esta,	 no	 solo	 en	 las	 regiones	 donde	 se	 introdujeron	 las	
mutaciones,	sino,	en	bastantes	casos,	en	otras	regiones	distantes	(Castellanos	et	al.,	2012a).	
Las	causas	estructurales	de	estos	aumentos	de	rigidez	no	se	determinaron.	
En	 resumen,	 a	 pesar	 de	 los	 grandes	 avances	 realizados	 en	 muy	 pocos	 años,	 el	
conocimiento	 sobre	 las	 propiedades	 mecánicas	 de	 virus,	 y	 en	 especial	 sobre	 sus	
determinantes	estructurales,	y	sus	posibles	implicaciones	biológicas	es	aún	muy	limitado.	
Futuros	estudios	en	estas	direcciones	prometen	abrir	nuevas	perspectivas	en	 la	relación	





Parvovirus	de	 la	 familia	parvoviridae	 	 (Berns,	1983;	Tattersall	y	Cotmore,	1988;	Berns	y	
Young,	 1995)	 y	ha	 sido	 elegido	para	 estos	 y	 otros	 estudios	 a	 causa	de	 su	 gran	 sencillez	
estructural	 y	 del	 amplio	 conocimiento	 existente	 sobre	 su	 estructura,	 función	 y	 biología,	
además	de	por	 la	posibilidad	obtener	de	modo	 sencillo	 cápsidas	vacías,	 desprovistas	de	
genoma	 (partículas	 semejantes	 a	 cápsidas	 o	 viral‐like	 particles,	 VLP).	 Existen	 dos	
variedades	serológicamente	indistinguibles	de	MVM	que	comparten	un	97%	de	secuencia	




















La	 cápsida	 icosaédrica	 T=1	 de	MVM	 (Figura	 6)	 tiene	 aproximadamente	 25	 nm	de	
diámetro	 y	 está	 formada	 por	 60	 subunidades	 de	 estructura	 equivalente,	 a	 las	 que	






de	 ellos	 constituido	 por	 142	 aminoácidos.	 Por	 otra	 parte	 en	 los	 viriones	 el	 extremo	Nt	
(aproximadamente	 25	 aa)	 de	 algunas	 subunidades	 de	VP2	 es	 cortado	proteolíticamente	
durante	la	entrada	en	la	célula,	generando	la	proteína	VP3	(Tullis	et	al.,	1992;	Cotmore	y	
Tattersall,	2007;	Cotmore	et	al.,	2010).		
El	 plegamiento	 de	 las	 proteínas	 que	 conforman	 la	 cápsida	 es	 de	 tipo	 “sandwich”	
Figura	6),	 formado	por	ocho	 cadenas	antiparalelas	 como	en	 la	mayoría	de	 cápsidas	
icosaédricas	(Rossmann	y	Johnson,	1989).	En	MVM,	este	armazón	se	encuentra	formando	
únicamente	 la	capa	 inferior	de	 la	cápsida.	La	capa	superior	está	 formada	por	bucles	que	
unen	las	cadenas		que	son	especialmente	largos	e	interaccionan	de	modo	compejo	entre	
sí.	 Estas	 interacciones	 dan	 lugar	 a	 grandes	 protuberancias	 (espículas)	 centradas	 en	 los	











subunidades	 que	 lo	 forman	 se	 representa	 en	 un	 un	 color	 distinto.	 C)	 Modelo	 de	 varillas	 de	 la	
cápsida	completa	de	MVM,		en	la	que	un	trímero	se	representa	destacado	en	modelo	de	superficie	
como	en	B).		
Las	 proteínas	 de	 la	 cápsida	 ensamblan	 formando	 trímeros	 estructuralmente	
equivalentes,	 que	 mantienen	 los	 mismos	 contactos	 con	 los	 trímeros	 adyacentes,	 y	





La	 cápsida	 de	 MVM	 presenta	 varias	 cavidades	 conspicuas,	 regiones	 pobremente	
empaquetadas	 y	 localizadas	 en	 el	 interior	 del	 núcleo	 hidrofóbico	 de	 cada	 subunidad	
(Figura	8).	Las	cavidades	mayores	tienen	un	tamaño	suficiente	como	para	albergar	varias	
moléculas	 de	 agua	 y	 están,	 en	 general,	 rodeadas	 por	 aminoácidos	 muy	 conservados	
(Chapman	y	Rossmann,	1993).	Regiones	pobremente	empaquetadas	iguales	a	estas	se	han	
observado	en	diversas	proteínas	celulares	diversas	y	en	otras	cápsidas	víricas.	Algunas	de	







proteínas	 las	 cavidades	 pueden	 jugar	 un	 papel	 esencial	 en	 la	 facilitación	 de	 cambios	














Como	 se	 ha	mencionado	más	 arriba,	 en	 el	 virión	 de	MVM	 algunos	 segmentos	 del	
ADN	 genómico	 presentan	 una	 estructura	 similar,	 en	 forma	 de	 cuña,	 y	 se	 encuentran	







de	 estos	 parvovirus,	 sino	 que	 se	 ha	 observado	 en	 muchos	 otros	 	 virus,	
independientemente	 de	 su	 estructura	 (helicoidales	 o	 icosaédricos)	 o	 de	 su	 material	









los	 segmentos	de	ADN	cs	y	 la	 cápsida	para	 reforzar	 la	 estabilidad	del	 virión	 frente	 a	 su	
inactivación	 por	 calor	 (Reguera	 et	 al.,	 2005).	 Como	 ya	 se	 ha	mencionado,	 encontramos	
además	 que	 algunas	 de	 estas	 mismas	 interacciones	 ADN‐cápsida	 aumentan	 la	 rigidez	




Figura	 8.	 Representación	 de	 distintas	 características	 estructurales	 de	 MVM.	 a)	 Sección	
transversal	 de	 la	 estructura	 cristalográfica	 del	 virión	 de	MVM.	 Los	 segentos	 de	 ADN	 unidos	 a	 la	






y	 Chapman,	 2006;	 Almendral,	 2006;	 Riolobos	 et	 al.,	 2006;	 Valle	 et	 al.,	 2006;	 Cotmore	 y	
Tattersall,	 2007)	 (Figura	 9).	 El	 ciclo	 infectivo	 empieza	 con	 la	 adsorción	 del	 virus	 a	
receptores	 específicos	 de	 la	 membrana	 celular,	 entre	 los	 que	 destaca	 una	

















probablemente	 sin	desensamblaje	previo	de	 la	 cápsida	 (Ros	 et	 al.,	 2006;	 Cotmore	 et	 al.,	
2010;	Cotmore	y	Tattersall,	2014).	
Figura	9.	Esquema	simplificado	de	algunas	etapas	del	ciclo	biológico	de	MVM.	Se	 indican	 las	
etapas	más	 importantes	del	mismo,	así	 como	algunos	de	 los	elementos	 implicados.	El	proceso	se	
explica	con	detalle	en	el	texto.	Desde	el	ángulo	superior	izquierdo	al	inferior	derecho	se	destacan	la	
adsorción	 al	 receptor	 celular,	 la	 entrada	 por	 vía	 endosomal,	 el	 procesamiento	 del	 Nt	 de	 VP2	 y	
extrusión	del	Nt	de	VP1,	la	entrada	al	núcleo	y	desencapsidación,	transcripción	a	ARN,	traducción	






La	 traducción	 de	 las	 proteínas	 víricas	 ocurre	 en	 el	 citoplasma,	 donde	 las	 VPs	
sintetizadas	se	ensamblan	formando	intermediarios	triméricos	compuestos	solo	por	VP2	o	
por	 VP2	 y	 VP1.	 Estos	 trímeros	 no	 forman	 cápsidas	 en	 el	 citoplasma,	 sino	 que	 son	
transportados	 al	 núcleo	 gracias	 a	 los	 motivos	 de	 localización	 nuclear	 que	 se	 forman	
durante	el	ensamblaje	trimérico,	como	un	proceso	de	morfogénesis	controlada	(Lombardo	
et	al.,	2000;	Lombardo	et	al.,	2002;	Riolobos	et	al.,	2006).	Una	vez	en	el	núcleo	los	trímeros	
adquieren	 competencia	 para	 ensamblar	 en	 cápsidas	 (Riolobos	 et	 al.,	 2006)	 y	 a	
continuación	ocurre	 la	 encapsidación	del	ADN	a	 través	de	un	poro	 situado	en	un	 eje	 S5	
(Farr	y	Tattersall,	2004;	Plevka	et	al.,	2011).	Dicha	encapsidación	es	un	proceso	sobre	el	
que	 aún	 existen	 importantes	 incógnitas.	 Algunos	 autores	 proponen	 que	 la	 proteína	NS1	
actúa	como	motor	molecular	para	introducir	el	ADN	en	la	cápsida	en	sentido	3´‐	5´(King	et	
al.,	 2001;	 Yoon‐Robarts	 et	 al.,	 2004;	 Cotmore	 y	 Tattersall,	 2005;	 Cotmore	 y	 Tattersall,	




salida	del	 núcleo,	 como	 respuesta	 a	 la	 entrada	de	ADN	genómico	 (Tattersall	 y	Cotmore,	
1988;	 Maroto	 et	 al.,	 2004;	 Almendral,	 2006;	 Cotmore	 y	 Tattersall,	 2014).	 En	 estudios	
realizados	 con	 MVM	 in	vitro,	un	 calentamiento	 moderado	 (que	 puede	 vencer	 la	 misma	
barrera	energética	que	 	in	vivo	produciría	 la	entrada	del	ADN	en	 la	cápsida)	produjo	dos	
efectos	estructurales:	la	externalización	del	extremo	Nt	de	VP2	(Hernando	et	al.,	2000)	y	

































Basándonos	 en	 los	 antecedentes	 descritos,	 nos	 planteamos	 estudiar	 diferentes	 aspectos	
biofísicos	 del	 ensamblaje	 y	 desensamblaje,	 y	 de	 los	 determinantes	 moleculares	 de	
propiedades	 mecánicas	 y	 funcionamiento	 de	 MVM	 como	 modelo	 de	 virus	 icosaédrico	
sencillo.	Los	objetivos	concretos	de	ésta	tesis	doctoral	fueron:	
I. El	estudio	de	la	posible	importancia	de	residuos	eléctricamente	cargados	situados	en	
la	 cara	 interna	 de	 la	 cápsida	 sobre	 el	 ensamblaje,	 estabilidad,	 dinámica	





mediante	 análisis	 por	 AFM.	 Los	 resultados	 contribuirían	 a	 validar	 predicciones	
teóricas	sobre	rutas	de	ensamblaje/desensamblaje	de	virus	sencillos.		
	
III. El	 estudio	mediante	 AFM	 de	 la	 relación	 entre	 rigidificación	mecánica	 del	 virión	 de	
MVM	mediada	por	interacciones	cápsida‐ADN,	y	la	resistencia	de	este	a	la	inactivación	
térmica.	 Los	 resultados	 contribuirían	 a	 desvelar	 la	 importancia	 biológica	 de	 las	
propiedades	 mecánicas	 de	 virus,	 y	 a	 establecer	 una	 relación	 intrínseca	 entre	
elasticidad	mecánica	y	dinamismo	conformacional	en	partículas	víricas.		
	
IV. La	 disección,	 mediante	 mutagénesis	 sistemática	 a	 alanina	 y	 análisis	 mecánico	 por	
AFM,	 del	 papel	 de	 residuos	 individuales	 e	 interacciones	 en	 las	 interfases	 entre	
subunidades	 en	 la	 rigidez	 mecánica	 de	 la	 cápsida	 de	 MVM.	 Los	 resultados	
contribuirían	 a	 entender	 la	 relación	 entre	 estructura	 y	 propiedades	 mecánicas	 de	
partículas	 víricas,	 y	 al	 desarrollo	 de	 aproximaciones	 para	 mejorar	 la	 robustez	



























mcrBC)	 Φ80lacZM15	 ΔlacX74	 recA1	 endA1	 araD139	 (ara,	 leu)	 7697	 galU	 galK	 λ–	 rpsL	
nupG	/pMON14272	/	pMON7124.	Además	contiene	un	bácmido	derivado	de	baculovirus	
(apartado	3.2.3)	y	un	plásmido	auxiliar	con	el	gen	de	 la	transposasa	bacteriana	Tn7.	Las	






final	 de	 células	 se	 resuspendió	 en	 2	 ml	 de	 glicerol	 al	 10%	 en	 agua,	 estéril	 y	 frío.	 Se	
congelaron	alícuotas	de	40	µl	en	hielo	seco	y	se	almacenaron	a	–70oC.	
JC8111:	 carece	 de	 las	 proteínas	 codificas	 por	 los	 genes	 recB,	 recC,	 recF	 y	 sbcB	
(exonucleasas	 V	 y	 I),	 implicadas	 en	 la	 modificación	 de	 secuencias	 palindrómicas	
terminales	 (Boissy	 y	 Astell,	 1985).	 Esta	 cepa	 permite	 la	 amplificación	 del	 plásmido	
infeccioso	de	MVMp	sin	producir	alteraciones	en	el	genoma	viral,	y	fue	proporcionada	por	
el	 Prof.	 J.	 M.	 Almendral.	 Para	 la	 preparación	 de	 células	 JC8111	 electrocompetentes	 se	
siguió	esencialmente	el	mismo	protocolo	que	para	 las	células	DH10Bac,	pero	con	 ligeras	
modificaciones:	partiendo	de	una	colonia	aislada	(cuya	sensibilidad	frente	la	ampicilina	se	
había	 testado)	 se	 llegó	 a	 obtener	 1	 l	 de	 cultivo	 (en	 medio	 LB)	 en	 fase	 de	 crecimiento	
exponencial,	 que	 se	 detuvo	 mediante	 enfriamiento	 en	 hielo	 durante	 30	 min	 cuando	 la	
OD600	 alcanzó	 un	 valor	 de	 0,6.	 Se	 realizaron	 dos	 lavados	 sucesivos	 con	 agua	 estéril	 fría	











Cultivo:	 Todas	 las	 cepas	 de	 E.	coli	 se	 crecieron	 en	 medio	 líquido	 LB	 o	 en	 medio	
sólido	 LB	 con	 agar	 bacteriológico	 “Europeo”	 (Pronadisa)	 al	 1,5%,	 suplementados	 en	 su	
caso	 con	 el	 antibiótico	 de	 selección	 apropiado	 para	 el	 plásmido	 introducido.	 Para	 la	
preparación	de	los	medios	de	cultivo	se	utilizaron	los	protocolos	descritos	en	(Sambrook	y	
Russell,	2001).	Las	suspensiones	bacterianas	se	almacenaron	suplementando	con	glicerol	
a	 una	 concentración	 final	 del	 15%,	 se	 congelaron	 rápidamente	 en	 hielo	 seco	 y	 se	
almacenaron	a	–70	ºC.	




ºC	durante	 45	 s	 y	 finalmente	 en	hielo	durante	 2	min.	 Se	 añadieron	0,5	ml	de	medio	LB	
precalentado,	se	 incubó	 la	muestra	a	37	ºC	durante	1	h	con	agitación	(225‐250	rpm),	se	




Para	 la	 transformación	 de	 E.coli	 DH10Bac	 y	 JC8111	 mediante	 electroporación	 se	
tomaron	 40	 u	 80	 μl	 de	 las	 bacterias	 competentes	 con	 1	 o	 5	 μl	 respectivamente	 de	
suspensión	de	ADN	a	la	concentración	adecuada	o	de	mezcla	de	ligación.	 	Se	llevó	a	cabo	
en	cubetas	de	0,2	cm	de	separación	entre	electrodos	(Bio‐Rad).	Se	dio	un	pulso	de	1,5	Kv,	
25	 μF	 y	 200	 Ω	 (DH10Bac),	 o	 de	 2,5	 Kv,	 25	 μF	 y	 200	 Ω	 (JC8111)	 utilizando	 un	
electroporador	Gene	Pulser	(Bio‐Rad).	A	continuación	se	resuspendieron	rápidamente	en	1	
ml	 de	 LB	 y	 se	 incubó	 la	 muestra	 a	 37	 ºC	 durante	 4	 horas	 con	 agitación	 de	 100	 rpm	
(DH10Bac)	o	1	h	a	225‐250	rpm	(JC8111).	Las	células	JC8111	se	concentraron,	plaquearon	
e	 incubaron	 como	 se	 ha	 indicado	 antes	 para	 XL1‐Blue,	 en	 presencia	 de	 los	 antibióticos	
adecuados.	Las	células	DH10Bac	no	se	concentraron,	sino	que	se	plaquearon	directamente	








Cultivo:	 Se	 utilizó	medio	 de	 cultivo	 TC‐100	 (Gibco)	 suplementado	 con	 suero	 fetal	
bovino	 (SF)	 al	 5%	 y	 sulfato	 de	 estreptomicina	 a	 100	 μg/ml,	 penicilina	 G	 a	 100	 U/ml,	
gentamicina	 a	 50	 μg/ml,	 aminoácidos	 no	 esenciales	 (L‐Ala,	 L‐Asn,	 L‐Asp,	 L‐Glu	 y	 L‐Pro)	
0,44	mM	y	L‐Gln	a	2mM.	Cuando	se	utilizó	SF	para	el	cultivo	de	cualquier	tipo	celular,	el	
complemento	fue	inactivado	mediante	calentamiento	a	56	ºC	durante	30	min.	Las	células	
se	 incubaron	 a	 27	 ºC	 (Carrascosa,	 1994;	 Carrascosa	 et	 al.,	 1995).	 Cuando	 las	 células	
alcanzaron	subconfluencia	(80‐90%)	se	recogieron	mediante	pipeteo	en	el	propio	medio	
de	 cultivo.	 Para	 su	 conservación,	 las	 células	 se	 congelaron	 a	 una	 concentración	 de	
aproximadamente	1,7x106	células/ml	en	medio	TC‐100	suplementado	con	20%	SF	y	7,5%	




transformados	 con	 el	 antígeno	 T	 grande	 de	 SV40.	 Fue	 proporcionada	 por	 el	 Prof.	 J.	 M.	
Almendral.		
Cultivo:	Las	células	NB324K	se	cultivaron	en	medio	Eagle	modificado	por	Dulbecco	
(DMEM,	Gibco)	 suplementado	 con	 sulfato	de	estreptomicina	 a	100	μg/ml,	penicilina	G	 a	
100	U/ml,	L‐Gln	a	4mM	y	SF	al	5%	o	al	10%.	Las	 incubaciones	se	 realizaron	a	37	ºC	en	
incubador	 de	 cultivo	 en	 una	 atmósfera	 que	 contenía	 un	 7%	CO2	 y	 al	 95%	de	 humedad	
relativa.	 Las	 células,	 crecidas	 en	monocapa	hasta	 subconfluencia	 (80‐90%),	 se	despegan	
utilizando	una	solución	que	contiene	un	0,5%	de	tripsina	(Sigma,	1,5	U/mg)	y	0,02%	de	sal	
disódica	 del	 ácido	 etiléndiaminotetracético	 (EDTA)	 en	 tampón	 fosfato	 salino	 (PBS;	 137	
mM	NaCl,	2,7	mM	KCl,	8,1	mM	KH2PO4	y	1,5	mM	NaH2PO4,	pH	7,3).	Para	su	conservación,	









Infecciones:	 Las	 infecciones	 en	 medio	 líquido	 se	 llevaron	 a	 cabo	 en	 células	 H5	
sembradas	24	h	antes,	subconfluentes	y	mantenidas	a	27	ºC,	por	adición	directa	del	virus	
al	medio	de	cultivo	a	multiplicidad	de	 infección	(mdi)	de	0,01	a	2	 (según	el	objetivo	del	
experimento).	 Una	 vez	 alcanzado	 un	 efecto	 citopático	 (ecp)	 completo	 a	 los	 3	 días	 post	
infección	(dpi),	se	recogió	el	sobrenadante	de	cultivo	con	los	virus		se	almacenó	a	‐70	ºC.		
Titulación:	Cuando	 fue	necesario	se	 titularon	 las	suspensiones	virales	como	se	ha	
descrito	previamente	(Carrascosa,	1994).	Se	sembraron	106	células	H5	en	2	ml	de	medio	
TC‐100	 suplementado	 con	 10%	 de	 SF	 por	 cada	 pocillo	 de	 placa	 multipocillo	 M6,	 y	 se	
incubaron	 a	 27	 ºC	 durante	 1‐2	 h,	 hasta	 que	 la	 confluencia	 de	 la	 monocapa	 fue	 de	
aproximadamente	 un	 40%.	 Se	 retiró	 el	 medio	 y	 se	 añadieron	 0,4	 ml	 por	 pocillo	 de	 la	
suspensión	de	baculovirus	convenientemente	diluida	en	medio	TC‐100,	incubando	a	27	ºC	
durante	1	h,	balanceando	la	placa	cada	10	min.	Sin	retirar	el	inóculo,	se	añadieron	4	ml	de	










El	 trabajo	presentado	en	esta	memoria	 se	 llevó	 a	 cabo	utilizando	 la	 cepa	de	MVM	
fibrotrópica	prototipo	(p),	suministrada	por	el	Prof.	J.	M.	Almendral.	
Infección:	 Los	 virus	 de	MVM	 se	 amplificaron	 infectando	 células	NB324K	 según	 el	
protocolo	utilizado	en	el	laboratorio	del	Prof.	J.	M.	Almendral	(Segovia	et	al.,	1991;	Rubio	
et	 al.,	 2001)	 con	pequeñas	modificaciones.	Brevemente,	 la	 infección	en	medio	 líquido	 se	
realizó	 inoculando	 viriones	 (apartado	 3.5.1)	 en	monocapas	 subconfluentes	 de	 2,5	 x	 106	
células	NB324K	 en	 placas	 P100	 con	MVM	 a	 una	mdi	 de	 7	 x	 10‐3.	 Los	 sobrenadantes	 de	
infección	 fueron	 recogidos	 una	 vez	 alcanzado	 un	 ecp	 completo	 (al	 cabo	 de	 4	 días)	 y	
almacenados	a	–70ºC	o	procesados,	según	el	caso.	





M.	 Almendral	 (Segovia	 et	 al.,	 1991),	 en	 el	 que	 se	 introdujeron	 algunas	 pequeñas	
modificaciones.	Placas	P60	sembradas	con	4,4	x	105	células	NB324K	se	 lavaron	con	PBS	
completo	 (conteniendo	 iones	 Ca2+	 y	 Mg2+)	 (PBSc),	 y	 a	 continuación	 se	 añadieron	 0,4	
ml/P60	de	diluciones	seriadas	de	MVM	en	PBSc	suplementado	con	0,1%	SF.	Las	placas	se	
incubaron	 durante	 1	 h	 a	 37ºC	 con	 agitación	 cada	 15	 min,	 retirando	 a	 continuación	 el	
inóculo	 por	 aspiración.	 Seguidamente	 se	 añadieron	 6	 ml/P60	 de	 medio	 de	 paqueo	




























Se	 utilizó	 el	 plásmido	 pFB1‐VP2	 como	 donador	 para	 construir	 un	 bácmido	
recombinante	que	contuviera	el	gen	de	VP2	de	MVMp	(BM‐VP2)	y	confiriera	resistencia	a	
kanamicina.	 Para	 su	 obtención	 se	 utilizó	 el	 sistema	 Bac‐to‐Bac	 Baculovirus	 Expression	
System	(Invitrogen),	siguiendo	las	instrucciones	del	fabricante	con	algunas	modificaciones	
(Castellanos,	 2011).	Brevemente,	 las	mutaciones	 introducidas	 en	 el	 plásmido	pFB1‐VP2,	
mediante	mutagénesis	 dirigida	 (apartado	 3.3),	 se	 transfieren	 al	 bácmido	 (bMON14272)	
que	 está	 presente	 en	 las	 células	 DH10Bac	 gracias	 a	 la	 ADN	 transposasa	 (Luckow	 et	 al.,	
1993)	 expresada	 por	 del	 plásmido	 helper	 (pMON7124),	 presente	 en	 dichas	 células.	 Se	
transformaron	de	150	a	200	ng	pFB‐VP2	en	40	μl	de	células	DH10Bac	electrocompetentes	
recién	 descongeladas	 como	 se	 ha	 descrito	 en	 el	 apartado	 3.1.1.	 A	 continuación,	 se	
extendieron	50	μl	de	 la	suspensión	en	placas	Petri	que	contenía	medio	LB	sólido	con	50	
μg/ml	 kanamicina,	 7	 μg/ml	 de	 gentamicina,	 10	 μg/ml	 de	 tetraciclina,	 100	 μg/ml	 del	
indicador	 BluoGal	 (Gibco)	 y	 40	 μg/ml	 de	 isopropil‐β‐D‐1‐tiogalactopiranosido	 (IPTG,	
Sigma).	 Las	 placas	 se	 incubaron	 a	 37	 ºC	 durante	 unas	 18‐20	 h.	 Se	 seleccionaron	 varias	
colonias	 positivas	 (color	 blanco)	 que	 se	 aislaron	 directamente	 mediante	 extensión	 en	
zigzag	en	otra	placa	selectiva	de	las	mismas	características,	incubándose	del	mismo	modo	
para	 confirmar	 el	 color	 de	 las	 colonias	 elegidas.	 Se	 seleccionaron	 colonias	 blancas	 en	 2	
zigzags	 diferentes	 con	 las	 que	 se	 inocularon	 10	ml	 de	medio	 LB	 suplementado	 con	 50	
μg/ml	de	kanamicina,	7	μg/ml	de	gentamicina	y	10	μg/ml	de	tetraciclina.	Los	cultivos	se	
incubaron	 a	 37	 ºC	durante	12	h	 con	 agitación	 a	 250	 rpm.	De	dicho	 cultivo	 se	 obtuvo	 el	
bácmido	 mediante	 un	 procedimiento	 de	 lisis	 alcalina	 siguiendolas	 instrucciones	 del	
fabricante	 del	 sistema	 Bac‐to‐Bac	 Baculovirus	 Expression	 System.	 El	 ADN	 obtenido	 se	
disolvió	en	un	total	de	120	μl	de	agua	estéril,	se	analizó	por	restricción	con	la	enzima	ApaL	




genoma	 completo	 de	 MVMp.	 Fue	 obtenido	 en	 el	 laboratorio	 del	 Prof.	 J.	 M.	 Almendral	









a	 cabo	mutagénesis	 dirigida	 sobre	 los	 plásmidos	 pSVtk‐VP1/2	 y	 pFB1‐VP2	mediante	 el	
método	 de	 PCR	 inversa,	 utilizando	 el	 kit	 QuikChange	 Site‐Directed	 Mutagenesis	
(Stratagene)	 según	 las	 instrucciones	 del	 fabricante.	 Se	 utilizaron	 parejas	 de	
oligonucleótidos	 portadores	 de	 la	 mutación,	 de	 longitud	 comprendida	 entre	 24	 y	 40	
nucleótidos	(Invitrogen)	(Tabla	1).	La	presencia	de	 las	mutaciones	deseadas	se	confirmó	










Primero	 se	 digirieron	 5	 μg	 de	 plásmido	 pTRp	 en	 un	 volumen	 total	 de	 20	 μl,	
utilizando	20	U	de	XbaI	(Roche)	y	40	U	de	XhoI	(Roche)	 	 incubando	a	37	ºC	durante	una	
noche.	Los	fragmentos	obtenidos	se	separaron	mediante	electroforesis	en	gel	de	agarosa	
(Gibco)	 al	 1%	 en	 tampón	 TAE	 1X.	 Las	 bandas	 obtenidas	 tras	 la	 digestión	 fueron	 de	
aproximadamente	 6,5	 Kb	 y	 2,3	 Kb.	 El	 fragmento	 correctamente	 cortado	 y	 carente	 del	
inserto	a	sustituir	(6,5	Kb)	se	purificó	mediante	el	kit	PCR	Prep	(Promega).		
La	 obtención	 del	 segmento	 de	 VP2	mutante	 a	 introducir	 en	 pTRp	 se	 llevó	 a	 cabo	
digiriendo,	en	un	volumen	total	de	20	μl,	2	μg	de	plásmido	pSVtk‐VP1/2	con	20	U	de	XbaI	
(Roche)	y	40	U	de	XhoI	(Roche)	e	incubando	a	37	ºC	desde	toda	la	noche.	Los	fragmentos	
obtenidos	 	 (3,5	 Kb	 y	 2,3	 Kb)	 se	 separaron	 mediante	 electroforesis	 en	 gel	 de	 agarosa	
(Gibco)	 al	 1%	 en	 tampón	 TAE	 1X.	 El	 fragmento	 que	 contenía	 el	 segmento	 mutado	 a	




























































coli	 JC8111	 electrocompetentes	 tal	 y	 como	 se	 describe	 en	 el	 apartado	 3.1.1	 y	 se	
seleccionaron	 varias	 colonias	 que	 se	 crecieron	 en	 10	 ml	 de	 LB	 con	 100	 μg/ml	 de	
ampicilina	 a	 37	 ºC	 y	 250	 rpm	 durante	 una	 noche.	 De	 dicho	 cultivo	 se	 obtuvo	 el	 ADN	
plasmídico	 utilizando	 el	 Kit	 Wizard	 minipreps	 (Promega).	 El	 plásmido	 obtenido	 se	
identificó	como	pTRp	mediante	análisis	de	restricción	con	XhoI	y	XbaI.	La	presencia	de	las	
mutaciones	 introducidas	 en	 todos	 los	 casos	 se	 confirmó	mediante	 secuenciación	 de	 un	
segmento	de	al	menos	600	pares	de	nucleótidos	alrededor	del	codón	mutagenizado.		
3.4. Obtención	de	baculovirus	 recombinantes,	 expresión	






min	 a	 temperatura	 ambiente	 (t.a.),	 mientras	 por	 otro	 lado,	 se	 diluyeron	 6	 μl	 de	
Lipofectamine	 Transfection	 Reagent	 (Invitrogen)	 en	 94	 μl	 de	 medio	 TC‐100	 sin	 suero.	
Ambas	mezclas	 se	 juntaron	 e	 incubaron	 otros	 15	min	 a	 t.a.,	 antes	 de	 añadir	 0,8	ml	 de	
medio	TC‐100	sin	suero,	para	obtener	la	mezcla	de	transfección	completa	(1	ml).	








el	 propio	 medio	 de	 cultivo	 y	 se	 centrifugó	 a	 1200	 rpm	 durante	 5	 min	 a	 4	 ºC.	 Tras	 la	
centrifugación	se	obtuvo	 i)	el	 sobrenadante	(denominado	pase	0),	 fuente	de	baculovirus	
recombinantes,	 y	 ii)	 las	 células,	 que	 volvieron	 a	 centrifugarse	 en	 PBS	 en	 las	 mismas	
condiciones	 anteriores,	 siendo	 el	 sedimento	 de	 ésta	 segunda	 centrifugación	
convenientemente	 resuspendido	 en	 100	 μl	 de	 PBS	 para	 el	 posterior	 análisis	 de	 la	




poliacrilamida‐SDS	 (SDS‐PAGE)	 seguida	 de	 inmunoensayo	 (apartado	 3.10.1	 tras	 extraer	
las	 proteínas	 intracelulares	 mediante	 3	 ciclos	 sucesivos	 de	 congelación	 (‐20	 ºC)	 y	
descongelación	(37	ºC),	y	posterior	centrifugación	a	14.000	rpm	durante	10	min	a	4	ºC.		
3.4.2. 	Amplificación	de	baculovirus	recombinantes	
Se	 infectaron	 (mdi	 =	 0,01)	 células	 H5	 crecidas	 en	 monocapa	 en	 botellas	 B175	 o	
placas	P150	hasta	 aproximadamente	 un	70%	 ‐	 80%	de	 confluencia,	 con	 los	 baculovirus	
recombinantes	de	pase	0	obtenidos	como	se		describe	en	el	apartado	anterior.	Las	células	
se	 incubaron	 a	 27	 ºC	 durante	 3	 días,	 se	 recogieron	 en	 el	 sobrenadante	 de	 cultivo	 y	 se	
centrifugaron	 a	 1500	 rpm	 durante	 5	minutos	 a	 4	 ºC.	 El	 sobrenadante	 que	 contenía	 los	
baculovirus	 recombinantes	 del	 pase	 1	 se	 tituló	 si	 fue	 necesario	 (obteniéndose	
generalmente	 títulos	del	 orden	de	107	ufp/ml)	y	 almacenó	a	 ‐70	 ºC.	Cuando	se	necesitó	










ºC.	 El	 sedimento	 celular	 se	 resuspendió	 en	 un	 volumen	 de	 PBS	 similar	 al	 original	 y	 se	
repitió	 la	centrifugación	anterior.	El	nuevo	pellet	se	resuspendió	en	10	ml	de	tampón	de	
lisis	 (50	 mM	 Tris‐HCl	 pH	 8,	 150	 mM	 NaCl,	 0,2%	 Tritón	 X‐100,	 0,5	 mM	 EDTA)	 y	 a	
continuación	se	 lisaron	 las	células	utilizando	un	sonicador	(MK2,	MSE)	con	punta	cónica	
de	 unos	 4	 mm	 de	 diámetro,	 realizando	 6	 pulsos	 de	 16‐18	 μm	 de	 amplitud	 y	 15	 s	 de	
duración,	con	descansos	de	30	s,	manteniendo	la	muestra	sumergida	en	hielo.	










se	 describe	 en	 el	 apartado	 3.10.1.	 Las	 fracciones	 con	 	 VLPs	 libres	 de	 contaminantes	 se	
mezclaron	 y	 dializaron	 exhaustivamente	 frente	 a	 PBS	 a	 4	 ºC,	 para,	 por	 último,	
concentrarlas	usando	un	Amicón	Ultra‐4	centrifugal	filter	100	NMWL	(Millipore)	antes	de	
guardarlas	 a	 4	 ºC.	 La	 pureza	 y	 concentración	 de	 las	 VLPs	 purificadas	 se	 determinaron	
mediante	 SDS‐PAGE,	 utilizando	 para	 la	 calibración	 de	 la	 concentración	 diferentes	
cantidades	 de	 seroalbúmina	 bovina	 (BSA).	 Además,	 se	 analizaron	 las	 preparaciones	 de	




3.5.1. Electroporación	 de	 células	 NB324K	 con	 los	 plásmidos	
pSVtk‐	VP1/2	o	pTRp	









añadieron	 150	 μl	 de	 la	 suspensión	 de	 células	 NB324K	 (3	 x	 106	 células	 para	 producir	
partículas,	 o	 0,6	 x	 106	 para	 la	 IF	 con	pSVtk‐VP1/2)	 y	 10	μl	 de	 solución	 1,5	M	NaCl.	 Los	







ºC,	 sembrándose	 en	 un	 pocillo	 de	 placa	 M24	 que	 contenía	 cubreobjetos	 de	 12	 mm	 de	





de	 cultivo	 mediante	 aspiración	 y	 añadió	 DMEM	 al	 5%	 SF.	 Las	 células	 de	 las	 M24	 se	
incubaron	a	37	ºC	y	se	fijaron	a	las	48	horas	post	electroporación	(hpe)	para	proceder	a	
los	ensayos	de	IF.	Las	P100	se	incubaron	a	37	ºC	durante	72	hpe	(si	se	trataba	de	obtener	
cápsidas	 vacías	 por	 expresión	 del	 plásmido	 pSVtk‐VP2/1)	 o	 96	 hpe	 (para	 obtener	
sobrenadantes	de	infección	con	virus	extracelulares).	
La	comparación	de	la	viabilidad	de	viriones	mutantes	frente	al	control	no	mutado	se	
llevó	 a	 cabo	 realizando	 transfecciones	 como	 se	 ha	 descrito	 en	 este	 apartado	 y	 a	
continuación	se	determinó	el	título	de	viriones	producidos	a	las	96	hpe	como	se	describe	






Para	 obtener	 cápsidas	 vacías	 a	 partir	 de	 pSVtk‐VP2/1	 (ver	 apartado	 anterior)	 se	
partió	de	células	NB324K	transformadas	por	electroporación	con	ese	plásmido.	Tras	lavar	
las	monocapas	 celulares	 con	PBS	 a	 4	 ºC,	 las	 células	 fueron	 recogidas	 con	 raspador	 (Cell	
Lifter,	Costar)	 en	 PBS	 y	 centrifugadas	 a	 1.500	 rpm	 durante	 5	 min	 a	 4	 ºC.	 Se	 tomó	 el	
sedimento	que	se	congeló	a	‐20	ºC	toda	la	noche.	Al	día	siguiente	se	resuspendió	en	5	ml	
de	tampón	TE	(Tris	50	mM,	EDTA	0,5	mM,	pH	8)	+	0,2%	SDS	a	4	ºC,	se	incubó	durante	5	
min	 a	 t.a.	 y	 se	 lisaron	 las	 células	mediante	 3	 ciclos	 sucesivos	 de	 congelación	 (‐20	 ºC)	 y	
descongelación	 (37	 ºC).	 A	 continuación,	 el	 lisado	 celular	 fue	 sonicado	 (sonicador	MK2,	
MSE)	con	una	punta	cónica	de	unos	4	mm	de	diámetro,	realizando	6	pulsos	de	16‐18	μm	
de	amplitud	y	15	s	de	duración,	separados	entre	si	por	intervalos	de	30	s,	con	la	muestra	
sumergida	 en	 hielo.	 Tras	 esto,	 se	 centrifugó	 el	 extracto	 sonicado	 en	 rotor	 JA	 25.50	
(Beckman)	a	8.000	rpm	durante	15	min	a	4	ºC.	El	sobrenadante	(uno	5	ml)	fue	depositado	
sobre	 3‐4	 ml	 de	 colchón	 de	 sacarosa	 al	 20%	 (20%	 Sacarosa,	 50	 mM	 Tris	 pH	 8,	 20%	
sacarosa,	 1	 mM	 EDTA	 (pH	 8),	 0,1	 M	 NaCl)	 y	 se	 centrifugó	 a	 15	 ºC	 en	 el	 rotor	 SW40	
(Beckman)	 durante	 18	 h	 a	 15.500	 35.000	 rpm.	 Al	 sedimento	 se	 le	 añadió	 1	 ml	 de	 TE	
conteniendo	0,2%	Sarkosyl	 (Sigma)	 tras	 incubar	 toda	 la	 noche	 a	4	 ºC,	 y	 se	 resuspendió	
mediante	el	paso	repetido	a	través	de	una	aguja	22	G	conectada	a	una	jeringa	hipodérmica.	





Se	 centrifugó	 en	 rotor	 TFT	 75.13	 a	 50.000	 rpm	 durante	 24	 h	 a	 15	 ºC.	 Se	 recogieron	
fracciones	 de	 0,5	 ml	 y	 analizaron	 por	 hemaglutinación	 (HA)	 (apartado	 3.11).	 Las	
fracciones	 con	 cápsidas	 se	 mezclaron,	 dializaron	 exhaustivamente	 frente	 a	 PBS	 y	
concentraron	 	 usando	 un	 Amicon	 Ultra‐4	 centrifugal	 filter	 100	 NMWL	 (Millipore),	
siguiendo	esencialmente	las	recomendaciones	del	fabricante.	Finalmente	se	almacenaron	














en	 rotor	GS‐3	 (Sorvall).	 Tras	 la	 centrifugación	 se	 obtuvo:	 i)	 el	 sedimento	 celular,	 que	 se	
resuspendió	en	15	ml	de	tampón	TE	+	0,2%	SDS	durante	5	min	a	t.a.	y	lisado	mediante	3	
ciclos	sucesivos	de	congelación	(‐70	ºC)	y	descongelación	(37	ºC),	para	extraer	 los	virus	













sedimento	 se	 le	 añadió	 1	 ml	 de	 TE	 conteniendo	 0,2%	 Sarkosyl	 (Sigma),	 y	 tras	 2	 h	 se	
resuspendió	con	jeringa	y	aguja	de	22	G,	dejándolo	4	ºC	toda	una	noche.	A	continuación,	la	




dializaron	 exhaustivamente	 frente	 a	 PBS,	 se	 concentraron	 	 usando	 un	 Amicon	Ultra‐4	
centrifugal	 filter	 100	 NMWL	 (Millipore)	 según	 las	 especificaciones	 del	 fabricante	 y	 se	
almacenaron	a	4	ºC.	Para	asegurar	la	ausencia	de		cápsidas	en	los	viriones		purificados	se	
repitió	 todo	 el	 procedimiento	 desde	 el	 gradiente	 de	 CsCl.	 Cuando	 fue	 necesario	 la	
muestras	se	visualizaron	y	cuantificaron	al	ME	tal	y	como	se	describe	en	el	apartado	3.12.	
3.6. Obtención	 de	 sueros	 policlonales	 contra	 VPs	
desnaturalizadas	de	MVM		
Para	 el	 análisis	 de	 la	 expresión	 de	 VPs	 y	 formación	 de	 cápsidas	 mediante	
inmunofluorescencia	 in	 situ	 se	 utilizó	 un	 suero	 policlonal	 antiVPs	 desnaturalizadas		
producido	 en	 el	 laboratorio	 del	 Prof.	 J.	M.	 Almendral,	 así	 como	un	 suero	 de	 las	mismas	
características	producido	en	nuestro	laboratorio.	Para	ello	se	siguió	el	protocolo	descrito	
en	 (Hernando,	 1999)	 con	 algunas	modificaciones:	 Brevemente:	 una	 preparación	 de	 VPs	
(entre	100	y	200	μg)	desnaturalizadas	y	preparadas	como	se	explica	en	el	apartado	3.10.2	
se	 emulsionó	 con	 adyuvante	 completo	 (primera	 inyección)	 o	 incompleto	 (3	 inyecciones	
restantes)	de	Freund´s	(Sigma)	e	inyectó	en	conejos	a	intervalos	de	dos	semanas.	Quince	








veces	 durante	 10	 min	 antes	 de	 fijar	 las	 células	 añadiendo	 1	 ml	 de	 mezcla	 1:1	 de	







de	 40	 μl	 de	 solución	 de	 anticuerpos	 primarios	 en	 PBSc	 en	 una	 cámara	 húmeda	 y	 se	
incubaron	en	estufa	de	37	ºC	durante	1	h.		





Parrish	 (Cormell	 University).	 B7A	 reconoce	 específicamente	 partículas	 de	 MVMp	
ensambladas	 (viriones,	 cápsidas	 vacías	 y	 VLPs)	 	 (Lopez‐Bueno	 et	 al.,	 2003)	 y	 se	 utilizó	
diluido	1/400	o	1/200.	Los	cubreobjetos	se	lavaron	dos	veces	con	PBSc	durante	10	min,	se	
volvieron	 a	 depositar	 en	 la	 cámara	 húmeda	 y	 se	 incubaron	 con	 una	 solución	 de	
anticuerpos	secundarios	como	se	hizo	para	los	anticuerpos	primarios.	Como	anticuerpos	
secundarios	 se	utilizaron:	Alexa	594	 y	Alexa	488	 (Invitrogen),	 diluidos	1/1000	en	PBSc.	
Por	 último,	 los	 cubreobjetos	 se	 lavaron	 tres	 veces	 más	 con	 PBSc	 durante	 5	 min,	 se	
enjuagaron	 con	 agua	 destilada	 y	 etanol	 absoluto,	 se	 dejaron	 secar	 y	 montaron	 sobre	
portaobjetos	utilizando	7	μl	de	Mowiol	(Polysciences)	y	dejando	secar	al	menos	24	h.	Para	
su	 conservación	 los	 portaobjetos	 montados	 se	 almacenaron	 a	 4	 ºC	 en	 oscuridad.	 Las	
preparaciones	 se	 visualizaron	 en	microscopio	 vertical	 de	 fluorescencia	 Axioskop	 (Zeiss)	
acoplado	 a	 una	 cámara	 CCD‐monocroma	 y	 color	 (Roper	Scientific)	 y	 se	 procesaron	 las	
imágenes	obtenidas	utilizando	el	programa	Metavue	5.07	(Universal	Imaging	Corporation).	
3.8. Análisis	mediante	fluorescencia	intrínseca	de	triptófanos	de	
transiciones	 conformacionales	 y	 disociación	 de	 VLPs	 de	 MVM	
inducidas	por	calor	
Se	siguieron	básicamente	los	protocolos	descritos	en	(Carreira	et	al.,	2004;	Reguera	
et	 al.,	 2004)	 con	 VLPs	 obtenidas	 según	 lo	 descrito	 en	 el	 apartado	 3.4.3.	 Se	 utilizó	 un	
espectrofluorímetro	 Cary	 Eclipse	 (Varian)	 equipado	 con	 una	 unidad	 de	 control	 de	
temperatura	 tipo	 Peltier.	 La	 cubeta	 de	 fluorescencia	 presentaba	 trayectorias	 ópticas	 de	
excitación	y	emisión	de	2	y	10	mm	respectivamente.	El	volumen	de	muestra	utilizado	fue	
de	 0,3	ml,	 a	 una	 concentración	 de	 proteína	 de	 0,5	 μM.	 Para	 evitar	 que	 la	 presencia	 de	
burbujas	causara	posibles	artefactos,	tanto	la	muestras	como	el	tampón	de	dilución	(PBS)	
se	 degasificaron	 previamente.	 Los	 parámetros	 de	 medida	 fijados	 en	 el	 programa	 de	













	Se	 calentaron	 en	 un	 termobloque,	 a	 temperaturas	 entre	 50	 ºC	 y	 90	 ºC	 	 (según	 el	
experimento),	 durante	 tiempos	 variables	 entre	 0	 min	 y	 240	 min	 los	 sobrenadantes	
infecciosos	obtenidos	a	96	hpe	apartado	3.1.5)	diluidos	en	medio	PBSc	+	0,2%	SF	(hasta	
105	pfu/ml).	 Los	viriones	 infecciosos	 remanentes	 a	 cada	 tiempo	 tras	el	 calentamiento	 se	
titularon	 como	 se	 describe	 en	 el	 apartado	 3.1.5.	 Todos	 los	 experimentos	 incluyeron	 un	
control	no	mutado,	contenían	réplicas	intraexperimento	y		se	hicieron	por	duplicado.	Las	
cinéticas	 de	 inactivación	 térmica	 obtenidas	 se	 ajustaron	 a	 una	 curva	 de	 decaimiento	
exponencial	[Ecuación	1])	mediante	el	programa	Kaleidagraph:		
T	es	el	título	viral	a	tiempo	t;	Tinf	es	el	título	viral	a	tiempo	infinito,	T0	es	el	título	viral	







fracciones	 procedentes	 de	 gradientes	 de	 CsCl	 que	 contenían	 VLPs	 ensambladas	 y	 la	
estimación	 de	 la	 concentración	 de	 proteínas	 virales	 se	 realizaron	 mediante	 SDS‐PAGE	
(Laemmli,	1970).	La	muestra	se	mezcló	en	proporción	adecuada	con	tampón	de	ruptura	
(Tris‐HCl	 pH	 6,8	 0,1	 M,	 glicerol	 8,3%	 v/v,	 SDS	 3,3%,	 β‐mercaptoetanol	 4%,	 azul	 de	
bromofenol	 0,16	mg/ml),	 se	 incubó	 a	 98	 ºC	 durante	 5	min	 y	 se	 cargó	 en	 geles	 con	 un	





mA.	 Cuando	 procedió,	 los	 geles	 se	 tuvieron	 1	 h	 en	 solución	 de	 teñido	 [2%	 de	 azul	







apartado	anterior,	 con	modificaciones	menores	que	se	 indican	a	 continuación:	Se	utilizó	
un	gel	al	10%	de	acrilamida	de	mayor	tamaño	(14	x	16	cm),	para	poder	correr	la	mayor	
cantidad	de	muestra	posible.	El	gel	corrió	durante	aproximadamente	4	horas		a	35	mA	y	al	







separadas	 por	 SDS‐PAGE,	 las	 proteínas	 se	 transfirieron	 desde	 el	 gel	 a	 membrana	 de	





anti‐VPs)	 (Grueso,	 2006;	 Ventoso	 et	 al.,	 2010;	 Sanchez‐Martinez	 et	 al.,	 2012).	 La	 NC	 se	
incubó	durante	1	h	a	t.a.	con	el	suero	anti	VPs,	diluido	1/5000	en	PBS‐T	con	leche	al	5%.	A	
continuación	se	lavó	la	NC	3	veces	durante	15	min	con	PBS‐T.	Seguidamente,	se	añadió	el	
anticuerpo	 secundario	 acoplado	 a	 peroxidasa	 (Anti‐Rabbit	 IgG	 (Goat),	HRP‐Labeled	 GE	
Healthcare)	diluido	1/5.000	en	PBS‐	T	con	leche	al	5%,	y	se	 incubó	a	t.a.	durante	1	h.	Se	
lavó	de	nuevo	3	veces	durante	15	min	con	tampón	de	lavado	y	se	reveló	con	el	kit	ECL	(GE	
Healthcare).	 Para	 ello,	 se	 mezclaron	 los	 reactivos	 de	 revelado	 en	 relación	 1:1	 y	 se	




utilizando	 	 autorradiografías	 o	 con	 una	 cámara	 de	 autorevelado	 ImageQuant	LAS	4000	
mini	(GE	Healthcare).		
Cuando	fue	necesario	cuantificar	la	intensidad	de	las	bandas	tanto	en	geles	de	SDS‐
PAGE	 como	 en	 autorradiografías,	 se	 utilizó	 un	 densitómetro	 GS‐800	 (Bio‐Rad)	 y	 el	
programa	de	análisis	Quantity	One	1‐D	Análisis	(Bio‐Rad).	


















acetato	 de	 uranilo	 al	 2%	 (Fluka)	 durante	 45	 s.	 Las	 preparaciones	 se	 observaron	 al	
microscopio	 electrónico	 de	 transmisión	 (JEOL,	 JEM‐1010),	 tomando	 fotografías	 desde	









P.J.	 de	 Pablo,	 y	 la	 Dra.	 C.	 Carrasco	 de	 su	 grupo	 de	 investigación.	 Como	 parte	 de	 la	
colaboración	entre	el	grupo	del	Dr.	De	Pablo	y	el	nuestro,	estos	procedimientos	han	sido	
utilizados	extensamente	por	las	Dras.	M.	Castellanos	y	R.	Pérez	en	nuestro	grupo;	en	esta	









especial	 (diseñado	por	 la	Dra.	C.	Carrasco	y	 fabricado	por	Segainvex,	UAM)	en	el	que	se	
mantienen	durante	todo	el	protocolo.	Se	sumergieron	en	una	cubeta	de	vidrio	(Dismadel)	
que	 contenía	 la	 disolución	 anterior	 y	 se	 sonicaron	 en	 baño	 de	 ultrasonidos	 (P.	Selecta	
Ultrasons)	 durante	 5	 min.	 A	 continuación	 se	 hicieron	 3	 lavados	 de	 5	 min	 con	 agua	
destilada,	 sonicando	 del	 mismo	 modo	 cada	 vez.	 Por	 último,	 se	 retiró	 exceso	 de	 agua		
posando	el	canto	sobre	un	papel	de	filtro,	y	se	incubaron	en	una	estufa	a	110	ºC	durante	





adecuada	para	medir	 la	muestra,	que	generalmente	se	 fijó	 en	unas	20‐40	partículas	por	
campo	de	2000	nm2.	
Se	inmovilizó	un	cubreobjetos	de	vidrio	silanizado	(ver	apartado	anterior)	sobre	un	













Las	 micropalancas	 utilizadas	 en	 todos	 los	 experimentos	 de	 AFM	 fueron	 siempre	
Olympus	OMCL‐RC800PSA	de	0,1	N/m	de	constante	elástica	 (kc).	 Sin	embargo	este	valor	
nominal	proporcionado	por	el	fabricante	(Olympus)	no	siempre	coincide	con	el	real,	por	lo	
que	 cada	 palanca	 utilizada	 se	 calibró	 siguiendo	 el	método	 de	 Sader	 (Sader	 et	 al.,	 1999;	
Carrasco	 et	 al.,	 2006).	 Se	 fijó	 un	 chip	 que	 contenía	 la	 punta	 al	 soporte	 para	 calibrar.	 A	
continuación,	 tras	 focalizar	 el	 láser	 sobre	 la	 punta	 y	 utilizando	 el	 modo	 dinámico	 del	
programa	WSxM	(Nanotec	Electronica	S.L.)	(Horcas	et	al.,	2007)	se	sometió	 la	punta	a	un	
voltaje	 superior	 a	 2	 V	 en	 un	 determinado	 rango	 de	 frecuencias	 (normalmente	 18.000‐
21.000	Hz),	 generando	 una	 curva	 de	 resonancia	 con	 una	 frecuencia	máxima	 en	 torno	 a	
19.000	Hz.	 La	 curva	 de	 resonancia	 se	 ajustó	 a	 una	 distribución	 lorentziana	mediante	 el	
programa	 de	 cálculo	 OriginPro	 8	 (OrignLab	 Corporation).	 Utilizando	 los	 valores	 de	
frecuencia	máxima	de	resonancia,	amplitud	de	la	curva	y	factor	de	calidad	que	se	obtienen	
de	dicho	ajuste,	junto	con	las	medidas	de	la	micropalanca	(200	μm	x	40	μm)	y	los	valores	
de	 densidad	 (1,18	 kg/m3)	 y	 viscosidad	 (1,86	 x	 10‐5	 kg/m	 x	 s)	 del	 aire,	 se	 calculó	 su	 kc	
utilizando	la	fórmula	proporcionada	en:		
http://www.ampc.ms.unimelb.edu.au/afm/calibration.html#normal	





micropalanca	 calibrada	 (apartado	 3.13.3)	 se	 colocó	 en	 la	 celda	 líquida,	 se	 fijó	 sobre	 la	
ventana	 de	 cuarzo	 limpia	 del	 soporte	 del	 mismo	 modo	 indicado	 para	 la	 fijación	 del	
cubreobjetos	con	la	muestra	(apartado	3.13.2)	y	se	añadieron	20	μl	de	tampón	PBS	para	
prehidratar	 la	micropalanca.	De	éste	modo,	 cuando	se	 juntaron	muestra	y	micropalanca		
se	formó	un	menisco	líquido	entre	la	punta	y	la	superficie	de	la	muestra.	Seguidamente	se	











A	 continuación	 se	 cambió	 a	 JM:	 i)	 set	point	 unas	 diez	 veces	menor	 que	 en	 CM;	 ii)	
valores	 de	 retroalimentación	de	 la	 señal	 (P	 e	 I),	 200>P>90,	 I	 =	P/2;	 iii)	Z	gain	 =	 10;	 iv)	
separación	máxima	entre	punta	y	muestra	(jump	off)	no	inferior	a	la	altura	de	la	partícula	
a	 medir	 (normalmente	 25	 nm	 para	 partículas	 de	 MVM);	 v)	 tiempo	 que	 se	 mantiene	
activado	 el	 sistema	 de	 realimentación	 (control	cycles),	 entre	 7	 y	 30	 ms;	 vi)	 número	 de	
puntos	 que	 constituyen	 la	 Fz	 o	 Jump	 sample,	 doble	 que	 el	 valor	 de	 jump	off.	 Una	 vez	
modificados	estos	parámetros,	se	fijó	un	área	de	barrido	adecuada,	así	como	la	cantidad	de	
puntos	 que	 constituirían	 la	 imagen,	 y	 se	 inició	 la	 obtención	 de	 imágenes	 mediante	 la	
generación	de	una	curva	Fz	(Figura	4)	en	cada	uno	de	los	puntos	de	un	área	adecuada	de	la	
muestra.	
La	 fuerza	 total	 (Ftotal)	 ejercida	 sobre	 la	muestra	 es	 la	 suma	de	 la	 fuerza	 aplicada	
(Fap)	más	la	fuerza	de	adhesión	(Fadh):	
Ftotal	=	Fap	+	Fadh	 [Ecuación	2]	
La	 Fap	 es	 controlada	 por	 el	 usuario	 y	 surge	 de	 la	 interacción	 compresiva	
perpendicular	 de	 la	 punta	 sobre	 la	 muestra;	 la	 Fadh,	 que	 depende	 de	 las	 condiciones	
experimentales,	hace	referencia	a	la	fuerza	necesaria	para	separar	la	punta	de	la	muestra	
cuando	 estas	 han	 quedado	 adheridas	 entre	 sí.	 Al	 realizar	 cada	 curva	 Fz,	 los	 datos	
registrados	 fueron	 la	 deflexión	 de	 la	 micropalanca	 (en	 voltios,	 V)	 en	 función	 del	








de	 sensibilidad.	 Multiplicando	 los	 valores	 de	 deflexión	 por	 el	 factor	 de	 sensibilidad	 se	







La	 interpretación	 de	 los	 datos	 durante	 la	medida	 con	 el	 AFM	 permite	 obtener	 en	
tiempo	real	la	imagen	topográfica	de	la	superficie	del	soporte	de	vidrio	y	de	las	partículas	
virales	 depositadas	 sobre	 la	 misma	 (De	 Pablo	 et	 al.,	 1998),	 ajustando	 los	 parámetros	
necesarios	para	una	mejor	visualización	de	las	partículas	y	su	orientación.	
Para	el	tratamiento	de	las	imágenes	de	AFM	y	la	identificación	de	las	características	
topográficas	 de	 cada	 uno	 de	 los	 ejes	 de	 simetría	 de	 las	 partículas,	 se	 utilizó	 el	 propio	
programa	 de	medida	 del	 AFM.	 Antes	 de	 hacer	 cualquier	medida	 sobre	 una	 partícula	 se	
comprobó	que	mantenía	la	integridad	estructural	y	se	identificó	la	simetría	sobre	la	que	la	
punta	incidiría.	En	la	Figura	3	se	muestran	imagenes	representativas	de	cápsidas	de	MVM	
individuales	 en	 diferentes	 orientaciones,	 visualizadas	 por	 AFM	 siguiendo	 este	
procedimiento.	
3.13.5. Determinación	 de	 la	 rigidez	 mecánica	 de	 partículas	 de	
MVM	en	medio	líquido		
En	primer	lugar	se	realizaron	imágenes	con	resolución	suficiente	para	confirmar	la	
integridad	 física	 y	 determinar	 la	 orientación	 de	 las	 partículas	 cuya	 rigidez	 se	 quería	
determinar.	 Cuando	 se	 identificó	 una	 partícula	 de	 MVM	 aparentemente	 intacta,	 con	 la	
altura	 correcta	 y	 en	 una	 orientación	 adecuada	 (Figura	 3),	 se	 realizaron	 una	 serie	 de	
indentaciones	sobre	 la	parte	central	 (más	alta)	de	 la	partícula	en	cuestión,	obteniéndose	
como	resultado	una	curva	fuerza‐distancia	(Fz)	(Figura	4).		
A	 continuación	 se	 	 hicieron	 3	 	 indentaciones	 sobre	 el	 vidrio	 para	 conocer	 la	
sensibilidad	del	sistema	en	el	momento	de	la	indentación	(apartado	anterior),	seguidas	de	
tandas	 de	 5	 indentaciones	 con	 fuerza	 elevada	 (≃	 1	 nN)	 sobre	 la	 partícula,	 ajustando	
empíricamente	 los	 valores	de	medida,	 de	 forma	que	 la	micropalanca	no	 indentara	 en	 la	
partícula	 más	 de	 2	 nm	 (espesor	 promedio	 la	 cápsida	 de	 MVM).	 En	 todo	 momento	 se	
comprobó	 si	 la	 partícula	 mantenía	 su	 integridad	 y	 orientación,	 y	 cuando	 no	 fue	 así	 se	
descartaron	 las	 mediciones	 realizadas	 sobre	 esa	 partícula.	 Tras	 concluir	 las	 tandas	 de	
indentaciones	 sobre	 la	 partícula,	 se	 realizaron	 otras	 3	 indentaciones	 sobre	 vidrio.	
Finalmente	se	comprobó	una	última	vez	mediante	imagen	si	la	partícula	seguía	centrada	y	








orientación	 en	 la	 imagen	 posterior	 a	 las	 indentaciones	 se	 descartaban	 esos	 datos	 para	
determinaciones	 de	 rigidez	 mecánica	 (aunque	 pudieron	 utilizarse	 para	 estudios	 de	
desensamblaje	mecánico,	ver	apartado	siguiente).		
Para	 averiguar	 la	 indentación	 de	 la	 cápsida	 en	 cada	 Fz	 realizada	 se	 utilizó	 la	
herramienta	específica	del	programa	de	medida,	que	mide	la	distancia	entre	la	punta	y	la	
muestra	 teniendo	 en	 cuenta	 los	 valores	 de	 kc	 de	 la	 micropalanca	 y	 la	 sensibilidad	 del	
sistema.	
Una	vez	seleccionadas	las	Fz	válidas	según	los	criterios	anteriormente	descritos,	se	
analizó	 el	 tramo	 lineal	 de	 cada	 curva	 Fz	 realizada	 sobre	 la	 partícula;	 la	 pendiente	









El	 análisis	 estadístico	 de	 los	 datos	 se	 realizó	 mediante	 la	 aplicación	 del	 test	 t	 de	
Student	(Gosset,	1908).	Los	valores	promedio	de	ks	obtenidos	para	dos	tipos	de	partículas	
diferentes	se	consideraron	significativamente	distintos	cuando	el	valor	del	estadístico	(t)	
resultó	 inferior	 a	 0,05,	 con	 un	 nivel	 de	 confianza	 del	 95%.	 Tanto	 los	 cálculos	 como	 los	





3.13.6. Análisis	 del	 desensamblaje	 mecánico	 de	 partículas	 de	
MVM	en	medio	liquido		
El	 procedimiento	 fue	 similar	 al	 descrito	 en	 el	 apartado	 anterior,	 con	 algunas	
modificaciones	 importantes.	 Durante	 dichos	 experimentos	 partículas	 individuales	
adsorbidas	sobre	vidrios	silanizados	fueron	sometidas	a	indentaciones	de	fuerza	elevada	
(≃	1nN),	en	los	que	la	profundidad	real	de	indentación	varió	entre	0,5‐9	nm.	La	serie	de	
indentaciones	 sobre	 cada	partícula	 se	 terminó,	 generalmente,	 cuando	 la	 partícula	 sufrió	
una	 modificación	 estructural	 irreversible,	 detectable	 gracias	 a	 la	 comparación	 entre	
imágenes	que	se	obtuvieron	antes	y	después	de	cada	serie	de	indentaciones.	En	ocasiones,	








descrito	 anteriormente	 para	 otros	 ensamblados	 biológicos	 sometidos	 a	 cambios	
estructurales	 irreversibles	 (Schaap	 et	 al.,	 2006;	 Ivanovska	 et	 al.,	 2011).	 Se	 utilizaron	













Fz	 representativas	 obtenidas	 mediante	
indentación	con	la	punta	de	AFM	como	se	
detalla	 en	 el	 texto:	 a)	 indentación	 con	
comportamiento	 elástico	 donde	 la	
partícula	 no	 pierde	 integridad	
estructural;	 b)	 indentación	 que	 produce	
la	 pérdida	 de	 un	 trímero	 de	 VPs;	 c)	
indentación	 en	 la	 que	 se	 pierde	 un	
pentámero	 de	 trímeros.	 En	 las	 curvas	 Fz	




disipada	 durante	 la	 eliminación	 de	 un	










MVMp	 (código	 PDB:	 1Z14)	 (Kontou	 et	 al.,	 2005).	 En	 particular,	 los	 cálculos	 de	
accesibilidad	 al	 solvente	 y	 del	 número	 y	 naturaleza	 de	 los	 contactos	 intra	 o	
intersubunidades	 se	 realizó	 mediante	 WHATIF,	 el	 análisis	 de	 cavidades	 se	 realizó	
mediante	 CAST,	WHATIF	 o	 Pymol,	 la	 mutagénesis	 virtual	 se	 realizó	 mediante	 Pymol,	 la	
inspección	 visual	 de	 las	 estructuras,	 interacciones,	mutaciones	 virtuales,	 filtrado,	 etc,	 se	
realizó	 mediante	 Pymol,	 Chimera,	 VMD	 o	 RasMol.	 Las	 representaciones	 gráficas	 se	
realizaron	con	Pymol,	Chimera	o	RasMol.		
El	análisis	de	 la	 carga	eléctrica	de	 la	 cara	 interna	de	 la	 cápsida	de	MVM	se	 llevó	a	
cabo	 utilizando	 los	 programas	 de	modelado	molecular	Pymol	 y	VMD.	 Se	 tuvo	 en	 cuenta	
todo	 residuo	 (ácido	 o	 básico)	 que	 tuviera	 su	 grupo	 cargado	 visible	 en	 la	 estructura	
cristalográfica	 y	 expuesto	 al	 solvente	 hacia	 el	 interior	 de	 la	 cápsida,	 así	 como	 todos	 los	






3.15. Cálculo,	 representación	 y	 análisis	 estadístico	 de	
datos	
Para	 las	 representaciones	 gráficas	 y	 análisis	 de	 datos	 numéricos	 se	 utilizó	 el	
programa	 KaleidaGraph	 (Abelbeck	 Software).	 	 Para	 el	 cálculo	 de	 constantes	 elásticas,	
promedios	 y	 desviaciones	 estándar	 en	 experimentos	 de	 AFM	 se	 usó	 Excel	 (Microsoft	
Corporation),	y	OriginPro	8	(OriginLab	Corporation)	para	los	ajustes	lineales	de	pendientes,	
























4.1. Papel	 funcional	 de	 residuos	 cargados	 en	 la	 cara	
interna	de	la	cápsida		
El	 primer	 objetivo	 de	 esta	 Tesis	 se	 dirigió	 a	 investigar	 los	 posibles	 papeles	
estructurales	 y	 funcionales	 de	 la	 presencia	 y	 distribución	 de	 residuos	 eléctricamente	
cargados	en	la	pared	interna	de	una	cápsida	vírica,	un	aspecto	muy	poco	conocido	de	las	
relaciones	 estructura‐función	 en	 virus.	 En	 el	 caso	 de	MVM	 y	 otros	 virus	 estos	 estudios	
resultan	 particularmente	 interesantes,	 porque	 la	 cara	 interna	 de	 la	 cápsida	 no	 presenta	






en	 general	 cargado	 a	 pHs	 fisiológicos,	 debido	 al	 aumento	 de	 pKa	 por	 la	 presencia	 de	
grupos	vecinos	cargados	negativamente)	y	de	cargas	negativas	(grupos	carboxilato	de	Asp	
y	Glu)	 en	 la	pared	 interna	de	 la	 cápsida	de	MVMp,	 el	 virus	modelo	utilizado	en	nuestro	
estudio.	 Para	 ello,	 se	 utilizó	 la	 estructura	 cristalográfica	 de	 la	 cápsida	 de	MVMp	 (1Z14;	
(Kontou	et	al.,	2005)	y	el	programa	WHATIF	(Vriend,	1990).	Se	obtuvo	una	lista	de	todos	
los	 residuos	 cargados	 cuyo	 grupo	 ácido	 o	 básico	 se	 encuentra	 parcial	 o	 completamente	
expuesto	al	 solvente.	A	 continuación	 se	utilizó	el	programa	Pymol	 	 (DeLano,	2002)	para	
determinar	 cuáles	 de	 estos	 residuos	 con	 un	 grupo	 cargado	 expuesto	 al	 solvente	 se	
encuentran	en	la	cara	interna	de	la	cápsida	(y	no	en	la	externa).	Los	residuos	localizados	
en	 los	 segmentos	Nt	 de	VP2	o	VP1	 son	 invisibles	 por	 cristalografía,	 pero	 se	 encuentran	
desorganizados	en	el	 interior	de	 la	 cápsida,	por	 lo	que	se	aceptó	que	 todos	 los	 residuos	
cargados	en	estos	segmentos	se	encuentran	parcial	o	totalmente	expuestos	al	solvente	en	
la	 cara	 interna	 de	 la	 cápsida.	 	 El	 cálculo	 	 del	 número	 total	 de	 cargas	 se	 hizo	 para	 una	
cápsida	nativa	extracelular	que	contiene	51	copias	de	VP2	y	9	copias	de	VP1.		
El	resultado	de	este	análisis	(Tabla	2)	mostró	que	en	la	cara	interna	de	la	cápsida	de	





toda	 la	 cara	 interna	 de	 la	 cápsida,	 lo	 que	 corresponde	 a	 solo	 un	 grupo	 cargado	
positivamente	 por	 subunidad.	 Por	 comparación,	 el	 genoma	 de	 MVM	 contiene	
aproximadamente	5500	fosfatos	cargados	negativamente,	de	modo	que	únicamente	un	1%	






















Se	 cuantificaron	 todos	 aquellos	 que	mostraban	 el	 grupo	 cargado	 expuesto	hacia	 el	 interior	 de	 la	
cápsida.	Se	dan	los	números	para	una	única	copia	de	VP2	o	VP1.	En	rojo	están	los	residuos	ácidos	y	
en	 azul	 los	 básicos.	 a)	 Aquellos	 residuos	 que	 están	 ordenados	 y	 son	 visibles	 en	 la	 estructura	
cristalográfica.	 b)	 Aquellos	 residuos	 que	 están	 en	 los	 Nt,	 no	 ordenados	 y	 por	 tanto	 no	 visibles	
mediante	cristalografía.	
En	el	caso	de	VLPs	formadas	únicamente	por	VP2,	 los	números	son	muy	similares:	
1020	 grupos	 cargados	 positivamente	 y	 1080	 grupos	 cargados	 negativamente,	 con	 un	
exceso	de	60	grupos	negativos	por	cápsida,	o	un	grupo	negativo	por	subunidad.	En	ambos	
casos,	cápsida	vacía	con	VP1	y	VP2,	y	VLP	con	solo	VP2,	la	densidad	de	carga	media	en	la	
cara	 interna	 de	 la	 cápsida	 (el	 balance	 de	 grupos	 cargados)	 es	 cercana	 a	 0.	 El	









ellos,	 y	 neutralizando	 en	 buena	 medida	 sus	 correspondientes	 cargas.	 Sin	 embargo,	 se	
observaron	algunas	 regiones	 con	una	distribución	claramente	no	neutra	 (Figura	11).	En	
particular,	se	encontraron	cúmulos	conspicuos	de	residuos	cargados	negativamente	(E146,	
D263	y	E264A)	en	60	posiciones	equivalentes	cerca	de	los	poros	de	la	cápsida	situados	en	
los	 ejes	 S5.	 Por	 tanto,	 la	 pared	 interna	 de	 la	 cápsida	 presenta	 un	 anillo	 con	 un	 fuerte	
exceso	de	carga	negativa	alrededor	de	cada	poro	de	la	misma	(Figura	11).		
	
Figura	11.	Distribución	de	 los	residuos	cargados	en	el	 interior	de	 la	cápsida	de	MVM.	 Para	
mayor	 claridad	 se	 representa	 sólo	 un	 pentámero	 de	 trímeros	 de	 MVM	 (una	 cuarta	 parte	 de	 la	
cápsida)	 visto	 desde	 la	 cara	 interna	 con	 el	 poro	 del	 eje	 S5	 en	 el	 centro.	 Los	 residuos	 ácidos	 se	
indican	en	rojo	y	los	básicos	en	azul.	Se	identifican	los	residuos	(E146,	D263	y	E264A)	que	forman	
un	anillo	de	15	residuos	cargado	negativamente	y	situado	cerca	y	alrededor	del	poro.	
















interna	de	 la	 cápsida?	Al	 eliminar	 un	 grupo	básico	 por	 subunidad,	 el	 número	de	 cargas	
positivas	se	reduciría	en	60	unidades.	
2‐	 ¿Qué	efectos	 funcionales	produce	 la	eliminación	de	 residuos	ácidos	de	 la	pared	








4‐	 ¿Tienen	 los	 anillos	 de	 carga	 negativa	 alrededor	 de	 los	 poros	 algún	 efecto	
funcional	y,	en	caso	afirmativo,	se	debe	este	efecto	a	la	presencia	de	los	grupos	cargados	
(carboxilatos	 de	 E146,	 D263,	 E264)?	 Puesto	 que	 se	 ha	 demostrado	 una	 importancia	
funcional	 de	 los	 poros	 de	 la	 cápsida	 y	 de	 la	 región	 que	 rodean	 la	 base	 de	 cada	 poro,	
podríamos	 tal	 vez	 esperar	 que	 estos	 anillos	 de	 carboxilatos	 tuvieran	 algún	 efecto	
biológicamente	relevante.	
5‐	 ¿Son	 los	 posibles	 efectos	 producidos	 por	 las	 mutaciones	 planteadas	 para	
responder	 las	 preguntas	 anteriores	 dependientes	 de	 la	 posición	 del	 residuo	 cargado	
concreto	y	de	su	posición,	o	pueden	observarse	efectos	generales?	
Para	 cada	 una	 de	 las	 preguntas	 anteriores,	 la	 elección	 de	 residuos	 cargados	 a	




principalmente	 dos	 criterios,	 de	 modo	 dependiente	 de	 la	 pregunta	 concreta	 que	 se	
deseaba	responder.	
i)	Grado	de	conservación	en	parvovirus.	Se	utilizó	un	alineamiento	de	secuencias	de	
la	 proteína	 de	 la	 cápsida	 de	 7	 parvovirus	 diferentes	 (Chapman	 y	 Rossmann,	 1993).	 Se	
encontró	 que	 la	mayoría	 de	 los	 residuos	 cargados	 en	 la	 pared	 interna	 de	 la	 cápsida	 se	
encuentran	muy	conservados,	al	menos	en	los	parvovirus	evolutivamente	más	próximos	a	
MVM.	 Para	 responder	 a	 las	 preguntas	 1	 y	 2,	 elegimos	 en	 general	 residuos	 muy	
conservados,	 para	 los	 que	 se	 esperaría	 una	 implicación	 funcional.	 	 En	 cambio,	 para	
responder	a	la	pregunta	3	elegimos	en	general	residuos	muy	poco	conservados,	de	modo	
que	 el	 posible	 efecto	 de	 establecer	 nuevas	 interacciones	 cápsida‐ADN	 no	 se	 viera	
comprometido	 por	 la	 pérdida	 de	 alguna	 función	 en	 la	 que	 el	 residuo	 original	 estuviera	
implicado.		
ii)	 Número	 y	 tipo	 de	 interacciones	 de	 la	 cadena	 lateral	 con	 otros	 residuos	 de	 la	
cápsida,	 tratando	 de	 que	 fuera	mínimo.	 De	 este	modo,	 el	 efecto	 del	 truncamiento	 de	 la	
cadena	 lateral	 (por	mutación	 a	 alanina)	podría	 atribuirse	más	 fácilmente	al	 efecto	de	 la	
eliminación	 (preguntas	 1	 y	 2)	 o	 introducción	 (pregunta	 3)	 del	 grupo	 cargado.	 Se	
consideraron	 óptimos	 aquellos	 residuos	 que	 no	 establecían	 interacciones	 de	 elevada	




grupos	 según	 la	 pregunta	 que	 pretendían	 responder	 (1	 a	 4):	 Grupo	 1,	 eliminación	 de	
grupos	 básicos;	 grupo	 2,	 eliminación	 de	 grupos	 ácidos;	 grupo	 3,	 sustitución	 de	 grupos	
polares	neutros	cercanos	a	los	segmentos	de	ADN	unidos	a	la	cápsida	por	grupos	básicos;	
grupo	 4,	 sustitución	 (individual	 o	 conjunta)	 de	 grupos	 ácidos	 del	 anillo	 cargado	
negativamente	alrededor	de	cada	poro	de	la	cápsida	por	grupos	isostéricos	neutros	(para	










































La	 tabla	 muestra	 todas	 las	 mutaciones	 que	 se	 utilizaron	 para	 el	 estudio	 de	 la	 influencia	 en	 las	
propiedades	biológicas	de	MVM	de	 la	distribución	electrostática	de	 la	 cara	 interna	de	 la	 cápsida.							
a	 Mutación	 realizada	 en	 las	 proteínas	 estructurales	 VP1/VP2	 de	 MVM.	 b	 Número	 de	 parvovirus	
relacionados,	 de	 7	 analizados	 (Chapman	 y	 Rossmann,	 1993),	 en	 los	 que	 el	 residuo	 original	 está	
















Efecto	 sobre	 el	 ensamblaje	 de	 la	 cápsida.	 Introdujimos	 las	 mutaciones	 de	 los	




12).	 Utilizando	 un	 anticuerpo	 policlonal	 que	 reconoce	 las	 proteínas	 de	 la	 cápsida	
(apartado	3.6)	se	comprobó	que	todos	los	mutantes	producían	cantidades	comparables	de	
proteína	 de	 la	 cápsida	 (resultados	 no	mostrados).	 Utilizando	 un	 anticuerpo	monoclonal	
que	 reconoce	 específicamente	 cápsidas	 ensambladas	 (apartado	3.7),	 y	 normalizando	 los	
resultados,	 se	 observó	 que	 todos	 los	 mutantes	 excepto	 D115A	 ensamblan	 cantidades	
similares	de	cápsidas	(Figura	12).	Por	tanto,	la	presencia	individual	de	cargas	en	la	pared	
interna	de	la	cápsida,	independientemente	de	su	signo	o	su	posición,	incluso	cerca	de	las	
interfases	 entre	 subunidades,	 y	 aun	 estando	 algunas	muy	 conservadas	 entre	 parvovirus	
relacionados	 con	 MVM,	 no	 es	 necesaria	 para	 el	 correcto	 ensamblaje	 de	 la	 cápsida.	 Un	





mutante	 D115A	 no	 ensambla,	 por	 lo	 que	 esta	 mutación	 no	 se	 analizó	 en	 ensayos	 de	
infectividad)	(apartado	3.1.5).	Se	comprobó	mediante	inmunoensayos	de	Western	blot	con	
un	 anticuerpo	 policlonal	 que	 reconoce	 VPs	 (apartado	 3.10.3)	 que	 en	 todos	 los	 casos	 se	
produjeron	 proteínas	 virales.	 A	 continuación,	 se	 determinaron	 los	 títulos	 de	 viriones	












Figura	12.	Inmunofluorescencia	 	 in	situ	de	 la	 formación	de	cápsidas	mutantes	de	MVM	con	
alteraciones	 de	 carga	 de	 la	 pared	 interna.	 En	 la	 parte	 superior	 se	 muestran	 imágenes	
representativas	 de	 expresión	 de	 VPs	 (rojo)	 y	 ensamblaje	 de	 cápsidas	 vacías	 (verde)	 en	 células	
NB324K	 transformadas	 con	 el	 plásmido	 recombinante	 pSVtk‐VP1/VP2.	 Las	 fotografías	
corresponden	 a:	 control	 no	 mutado	 (wt);	 control	 negativo	 (mock);	 mutantes	 representativos	 de	
cada	 uno	 de	 los	 grupos,	 1,	 2	 o	 3:	 E146A‐grupo	 1,	 K478A‐grupo	 2	 y	 Q137K‐grupo	 3.	 En	 la	 parte	
inferior	 se	muestra	 la	 estimación	 de	 la	 cantidad	 relativa	 (en	 porcentaje)	 de	 cápsida	 ensamblada	
para	cada	mutante	analizado,	comparada	con	la	cantidad	de	cápsida	no	mutada	(barra	verde).	Los	









































La	 eliminación	 individual	 de	 grupos	 básicos	 (grupo	 1)	 produjo	 en	 general	
reducciones	 de	 infectividad	 no	 significativas	 o	 moderadas	 (un	 orden	 de	 magnitud).	
Únicamente	 en	 un	 caso	 (mutante	 K478A)	 la	 reducción	 de	 infectividad	 fue	 algo	 más	
acusada	(dos	órdenes	de	magnitud),	y	cursó	además	con	reducción	del	tamaño	de	la	placa	
de	 lisis.	 La	 eliminación	 individual	 de	 grupos	 ácidos	 (grupo	 2),	 en	 cambio,	 produjo	
reducciones	drásticas	de	infectividad	(entre	más	de	4	y	más	de	8	órdenes	de	magnitud)	en	





anillo	de	grupos	ácidos	alrededor	de	 cada	poro	de	 la	 cápsida	 fueron	 las	que	produjeron	
mayores	reducciones	de	infectividad	entre	todas	las	mutaciones	analizadas	en	este	trabajo.		
Finalmente,	 la	 sustitución	 individual	 de	 grupos	 polares	 neutros	 cercanos	 a	 los	
segmentos	 de	 ADN	 unidos	 a	 la	 cápsida	 (grupo	 3)	 por	 grupos	 básicos	 que	 pudieran	
establecer	 nuevas	 interacciones	 iónicas	 con	 estos	 segmentos	 de	 ADN	 no	 tuvo	 ningún	
efecto	 significativo	 sobre	 la	 infectividad,	 excepto	 en	 un	 caso	 (S182H),	 en	 que	 la	
infectividad	se	redujo	drásticamente.	Es	interesante	destacar	que	tanto	las	mutaciones	del	
grupo	 2	 como	 las	 del	 grupo	 3	 aumentan	 cada	 una	 de	 ellas	 la	 carga	 positiva	 de	 la	 cara	
interna	de	la	cápsida	en	+60	unidades.	Sin	embargo,	 los	efectos	sobre	la	infectividad	son	
completamente	 diferentes	 según	 se	 eliminan	 grupos	 ácidos	 (grupo	 2)	 o	 se	 introducen	
grupos	 básicos	 (grupo	 3).	 Esto	 indica	 que	 los	 efectos	 deletéreos	 de	 las	 mutaciones	 del	
grupo	2	no	son	simplemente	debidas	al	aumento	de	carga	positiva	de	la	pared	interna	de	
la	cápsida,	sino	que	obedecen	a	otro	efecto	estructural	(apartado	1.6.1).	
Efecto	 sobre	 la	 resistencia	 del	 virión	 a	 la	 inactivación	 térmica	 de	 su	
infectividad.	 En	 un	 estudio	 previo	 del	 laboratorio	 demostramos	 que	 la	 eliminación	 de	
interacciones	 de	 residuos	 de	 la	 pared	 interna	 de	 la	 cápsida	 con	 los	 segmentos	 de	 ADN	
vírico	unidos	a	ella	reduce	la	resistencia	del	mismo	a	la	inactivación	térmica		(Reguera	et	
al.,	 2005).	 Por	 ello,	 decidimos	 analizar	 aquí	 si	 algunas	 de	 las	mutaciones	 de	 cambio	 de	
carga	en	la	pared	interna	de	la	cápsida	(entre	aquellas	que	no	produjeron	efectos	drásticos	




se	 describe	 en	 el	 apartado	 3.9.	 Los	 datos	 se	 ajustaron	 a	 procesos	 de	 decaimiento	
exponencial,	y	se	obtuvieron	constantes	de	velocidad	de	inactivación,	que	se	normalizaron	
frente	a	 la	obtenida	para	el	control	no	mutado	en	el	mismo	experimento	(Figura	13).	La	
mayoría	 de	 las	 mutaciones	 ensayadas	 no	 tuvieron	 efectos	 significativos	 sobre	 la	
resistencia	del	virión	a	la	inactivación	térmica.	Sin	embargo,	las	mutaciones	Q137K,	Q255R,	
y	R54A	produjeron	reducciones	significativas	y	notables	en	 la	resistencia	del	virión	a	su	








Figura	 13.	 Inactivación	 térmica	 de	 viriones	 mutantes	 de	 MVM	 con	 alteraciones	 de	
cargas	 en	 la	 pared	 interna.	 El	 gráfico	 superior	 muestra	 curvas	 de	 inactivación	
representativas,	 obtenidas	 a	 70ºC	 para	 2	 mutantes	 (T257A,	 rojo;	 Q137K	 azul)	 y	 el	 control	 no	
mutado	(wt,	negro).	Los	datos	experimentales	(símbolos)	se	ajustaron	a	procesos	de	decaimiento	








4.1.4. Bases	estructurales	de	 la	 importancia	 funcional	de	anillos	
de	residuos	ácidos	internos	localizados	alrededor	de	los	poros	en	
la	cápsida		
Trabajos	anteriores	de	nuestro	 laboratorio	 (Reguera	et	al.,	 2004;	Castellanos	et	al.,	
2012a)	 demostraron	 que	 un	 anillo	 de	 residuos	 en	 la	 pared	 interna	 de	 la	 cápsida,	 que	
delimita	estrechamente	la	base	de	cada	poro	de	la	misma,	es	crítico	para	la	infectividad	del	
virión.	Estos	residuos	están	 implicados	en	mantener	 la	 flexibilidad	 local,	y	de	este	modo	
permiten	una	transición	conformacional	de	la	cápsida	asociada	a	la	externalización	de	Nts	
a	través	de	los	poros	(apartado	1.6.2).	El	anillo	de	15	residuos	ácidos	(E146,	D263	y	E264),	
igualmente	 crítico	 para	 la	 infectividad,	 se	 encuentra	 rodeando	 el	 poro	 y	 los	 residuos	
anteriores.	 Por	 lo	 tanto,	 consideramos	 la	 posibilidad	 de	 que	 las	 cargas	 y/o	 las	 cadenas	
laterales	 de	 estos	 residuos	 sean	 asimismo	 importantes	 para	 dicha	 transición	
conformacional.	 En	 tal	 caso,	 su	 eliminación	 debería	 eliminar	 esa	 transición,	 que	 puede	
detectarse	mediante	 la	 variación	de	 inmunofluorescencia	 intrínseca	de	 triptófanos	de	 la	




Figura	 14.	 Análisis	 mediante	 fluorescencia	 de	 triptófanos	 del	 efecto	 de	 las	 mutaciones	
E146A	 y	E264A	 sobre	 la	 transición	 conformacional	 asociada	 a	 los	poros	de	 la	 cápsida	 en	
VLPs	 de	 MVM	 sometidas	 a	 calentamiento.	 Se	 indica	 el	 resultado	 de	 un	 experimento	






estos	 experimentos	 como	 una	 pequeña,	 pero	 completamente	 reproducible,	 variación	
sigmoidal	de	 la	curva	de	 fluorescencia,	con	cambio	en	 la	pendiente	de	 las	 líneas	de	base	
inicial	 y	 final,	 y	 Tm	 =	 (47	 ±	 1)	 °C	 (Carreira	et	al.,	 2004).	 Ninguna	 de	 las	 dos	 cápsidas	
mutantes	 mantuvo	 dicho	 cambio	 conformacional.	 El	 mismo	 resultado	 se	 obtuvo	 con	 el	
mutante	D263A	(M.	Castellanos,	resultados	no	publicados).	Por	tanto,	concluimos	que	los	
3	residuos	residuos	cargados	que	forman	el	anillo	son	críticos	para	mantener	la	dinámica	
conformacional	 de	 la	 cápsida	 alrededor	 de	 los	 poros,	 que	 permite	 la	 externalización	 de	
segmentos	Nt	de	la	proteína	de	la	cápsida,	necesaria	para	el	proceso	de	infección.		
A	 continuación	 nos	 planteamos	 si	 este	 papel	 crítico	 en	 esta	 transición	
conformacional	 biológicamente	 relevante	 del	 anillo	 de	 residuos	 E146,	 D263	 y	 E264	
alrededor	 de	 cada	 poro	 se	 debe	 específicamente	 al	 potencial	 electrostático	 negativo	
establecido	 alrededor	 de	 cada	 poro	 por	 los	 carboxilatos	 de	 estos	 grupos,	 o/y	 a	 otras	
interacciones	no	iónicas	que	las	cadenas	laterales	de	estos	residuos	establecen	con	grupos	





con	 los	 residuos	 vecinos.	 El	 análisis	 mostró	 que	 la	 mutación	 E146D	 no	 tuvo	 un	 efecto	
significativo	sobre	la	infectividad,	mientras	que	las	mutaciones	D263E	y	E264D	redujeron	
la	infectividad	entre	tres	y	cuatro	órdenes	de	magnitud.	Construimos	y	ensayamos	además	
el	 triple	 mutante	 (E146D/D263E/E264D),	 cuya	 infectividad	 se	 redujo	 únicamente	 tres	
órdenes	de	magnitud,	mostrando	que	los	efectos	de	estas	mutaciones	sobre	la	infectividad	
no	son	aditivos.		




mientras	que	 las	mutaciones	D263N	y	E264Q	redujeron	 la	 infectividad	entre	 tres	y	algo	
más	 de	 cuatro	 órdenes	 de	 magnitud.	 El	 correspondiente	 triple	 mutante	
(E146Q/D263N/E264Q)	 redujo	 la	 infectividad	más	 de	 seis	 órdenes	 de	 magnitud,	 hasta	







La	 comparación	 del	 efecto	 sobre	 la	 infectividad	 de	MVM	 de	 todas	 las	mutaciones	
analizadas	de	los	residuos	E146,	D263	y	E264	permite	concluir	que	no	existe	un	único	tipo	
de	contribución	de	sus	cadenas	laterales	a	la	pérdida	de	infectividad:	i)		En	el	caso	de	E146,	
el	 cambio	 de	 cadena	 lateral	 manteniendo	 un	 carboxilato	 cargado	 negativamente,	 o	 la	
eliminación	específica	de	la	carga	mediante	cambio	isostérico	de	carboxilato	a	amida,	no	
produjo	apenas	efecto;	en	cambio,	 la	eliminación	del	carboxilato	por	mutación	a	alanina	






ii)	 en	 el	 caso	 de	 D263	 y	 E264,	 tanto	 el	 cambio	 de	 cadena	 lateral	manteniendo	 el	
carboxilato	 como	 la	 eliminación	 específica	 de	 la	 carga	 mediante	 cambio	 isostérico	
carboxilato‐amida	 produjeron	 reducciones	 drásticas	 de	 infectividad.	 Estas	 fueron	 de	
magnitud	 comparable	 entre	 sí,	 pero	mucho	menor	 que	 el	 efecto	 del	 truncamiento	 de	 la	
cadena	 lateral	 por	 mutación	 a	 alanina.	 Por	 tanto,	 para	 la	 infectividad	 de	 MVM	 los	
carboxilatos	 de	 estos	 residuos	 en	 los	 anillos	 alrededor	 de	 cada	 poro	 no	 pueden	 ser	
sustituidos,	ni	su	posición	alterada	mediante	la	introducción	de	un	metileno	adicional,	sin	
que	 exista	 una	 drástica	 pérdida	 de	 infectividad.	 Pero	 la	 pérdida	 de	 infectividad	 es	 aún	
mayor	si	se	elimina	la	cadena	lateral	(más	allá	del	carbono	β)	mediante	mutación	a	alanina	
lo	que	 indica	 que,	 además	de	 la	presencia	de	 la	 carga	negativa,	 otras	 características	 del	
grupo	 carboxilato	 (o	 amida	 en	 el	 mutante)	 contribuyen,	 de	 modo	 cooperativo	 con	 la	
presencia	de	carga,	a	la	infectividad	del	virión.		
Cuando	 se	 toman	 en	 consideración	 los	 efectos	 combinados	 de	 las	 mutaciones	 de	
E146,	 D263	 y	 E264,	 se	 observa	 que	 la	 eliminación	 conjunta	 de	 las	 3	 x	 5	 =	 15	 cargas	
negativas	en	cada	anillo	alrededor	del	poro,	manteniendo	la	geometría	y	carácter	polar	de	















concluir	 lo	 siguiente:	 i)	 cuando	se	altera	sustancialmente	el	potencial	 electrostático	y	 su	
distribución	 en	 la	 pared	 interna	 de	 la	 cápsida	 de	 MVM,	 bien	 eliminando	 60	 cargas	
positivas	o	introduciendo	60	cargas	positivas	en	diferentes	posiciones,	ni	el	ensamblaje	de	
la	 cápsida	 ni	 la	 infectividad	 del	 virión	 son,	 en	 la	 gran	 mayoría	 de	 los	 casos,	 alterados	
significativamente.	 ii)	 la	 conclusión	 anterior	 es	 válida	 (con	 alguna	 excepción	 puntual)	





un	 papel	 en	 el	mantenimiento	 de	 la	 estabilidad	 térmica	 del	 virión.	 iv)	 algunos	 residuos	
ácidos	de	la	pared	interna	de	la	cápsida,	que	forman	anillos	alrededor	de	los	poros	de	la	
misma,	 son	 críticos	para	 la	 infectividad	del	 virión.	 v)	 es	necesario	un	mantener	 tanto	 la	
estructura	general	alrededor	de	los	poros,	como	un	exceso	de	carga	negativa	en	dicha	zona	
(anillos	 discontinuos	 formados	 por	 E146,	 D263	 y	 D264),	 para	mantener	 una	 apropiada	
dinámica	conformacional	de	la	región	del	poro	y,	por	tanto,	la	infectividad	de	los	viriones.		
4.2. Desensamblaje	 mecánico	 de	 MVM	 e	 intermediarios	
de	desensamblaje	
Los	 tres	 objetivos	 restantes	 de	 esta	 Tesis	 se	 centran	 en	 la	 utilización	 de	




icosaédrico	 sencillo,	 utilizando	 fuerza	 mecánica	 para	 inducir	 el	 desensamblaje	 de	
partículas	 individuales.	 Mediante	 AFM	 se	 han	 analizado	 los	 posibles	 intermediarios	 así	





el	 momento	 no	 se	 habían	 podido	 identificar	 y	 caracterizar	 experimentalmente	 estos	
intermediarios	predichos	 teóricamente	 (apartado	1.1.2).	Este	 estudio	 se	ha	 realizado	 en	
estrecha	colaboración	con	 las	Dras.	M.	Castellanos	y	R.	Pérez	de	nuestro	grupo,	y	 con	 la	
ayuda	del	grupo	del	Dr.	P.J.	de	Pablo.	Tanto	la	Dras.	Castellanos	y	Pérez	como	el	autor	de	
esta	memoria	 realizaron	experimentos	de	 indentación	sobre	muchas	partículas	víricas	y	




En	 experimentos	 de	 AFM	 se	 sometieron	 muchas	 cápsidas	 individuales	 en	 medio	





50	 indentaciones	 de	 fuerza	 elevada)	 y	 toma	 repetida	 de	 imágenes	 sin	 que	 se	 produjera	
ninguna	 alteración	 estructural	 permanente	 detectable.	 Sin	 embargo,	 eventualmente	 se	
produjeron	 alteraciones	 estructurales	 permanentes	 en	 las	 cápsidas	 repetidamente	













esquema	 de	 la	 cápsida	 después	 de	 perder	 un	 trímero	 (derecha,	 abajo).	 Los	 paneles	 A,	 B	 y	 D	
muestran	 tres	 cápsidas	 diferentes	 con	 un	 eje	 S5	 en	 la	 parte	 superior;	 en	 el	 panel	 D,	 el	 perfil	 de	




ellas	 perdieron	 un	 trímero	 de	 subunidades	 (Figura	 15).	 En	 la	 imagen	 de	 AFM	 de	 una	
partícula	intacta	de	MVM,	cada	trímero	cercano	al	centro	de	la	imagen	puede	identificarse	
por	la	presencia	de	una	gran	protuberancia	(la	espícula)	en	el	centro	del	mismo	(Figuras	3	
y	 7).	 Al	 comparar	 las	 imágenes	 individuales	 de	 cada	 una	 de	 estas	 53	 cápsidas	 antes	 y	
después	de	 las	 indentaciones	a	 las	que	se	 la	 sometió,	 se	observó	claramente	que	 faltaba	
uno	de	 los	 trímeros,	 apreciándose	una	 notable	 disminución	 de	 altura	 en	 el	 lugar	 donde	
este	 faltaba,	 quedando	 un	 hueco	 en	 el	 lugar	 que	 había	 ocupado	 en	 la	 cápsida	 intacta	
(Figura	15).	En	unos	pocos	casos,	el	 trímero	eliminado	pudo	ser	observado	al	 lado	de	 la	
cápsida	 (Figura	15.d).	En	 imágenes	de	AFM,	 las	 anchuras	medidas	directamente	pueden	







trímero	 indica	 que,	 muy	 probablemente,	 no	 se	 han	 perdido	 trímeros	 adicionales	 en	 su	
hemisferio	invisible		en	la	imagen.	Las	cápsidas	que	habían	perdido	un	trímero	fueron,	en	




detalle	 se	 pudo	 identificar	 la	 pérdida	 no	 de	 uno,	 sino	 de	 2	 trímeros.	 En	 al	 menos	 una	
ocasión,	 la	 pérdida	 del	 segundo	 trímero	 ocurrió	 después	 de	 indentaciones	 adicionales	
(Figura	 16).	 Este	 resultado	 sugiere	que	 el	 desensamblaje	puede	proceder	 a	 través	de	 la	
pérdida	secuencial	de	trímeros	individuales.	
Figura	16. Cápsida	de	MVM	que	
pierde	 dos	 trímeros	 de	 modo	
secuencial.		
La	 organización	 de	 la	 figura	 es	
como	 para	 cada	 uno	 de	 los	
paneles	 de	 la	 Figura	 15.	 A)		
cápsida	 entera;	 B)	 la	 misma	
cápsida	 tras	 perder	 un	 trímero;	
C)	 la	 misma	 cápsida	 tras	 perder	






detalle,	 las	 indentaciones	 dieron	 lugar	 a	 la	 eliminación	 de	 subunidades	 que	 eran	
claramente	 mayores	 que	 un	 trímero	 individual	 (Figura	 17).	 La	 disociación	 de	 estas	
subunidades	 de	 mayor	 tamaño	 ocurrió	 con	 una	 frecuencia	 claramente	 menor	 que	 la	
frecuencia	con	que	se	disociaban	trímeros	individuales	(aproximadamente	1:3).	Con	cierta	
frecuencia,	las	estructuras	disociadas	pudieron	observarse	al	lado	de	la	cápsida	de	la	que	
se	 habían	 disociado.	 Estas	 subunidades	 correspondieron	 casi	 siempre	 a	 pentámeros	 de	
trímeros,	como	pudo	deducirse	de	su	tamaño,	forma,	simetría	pentagonal	y	altura	(Figura	




perdido	 una	 cuarta	 parte	 de	 las	 subunidades	 que	 las	 forman,	 presentaron	 estabilidad	
suficiente	 como	 para	 poder	 realizar	 imágenes	 sucesivas	 de	 las	 mismas.	 Sin	 embargo,	
resultaron	ser	mucho	menos	estables	que	aquellas	que	sólo	habían	perdido	un	trímero,	y	
en	general	colapsaron	tras	la	toma	de	alguna	imagen	adicional.		
Figura	 17. Cápsidas	 de	MVM	 que	
pierden	 un	 pentámero	 de	
trímeros.	 La	 organización	 de	 los	
paneles	A	y	B	es	como	para	cada	uno	
de	 los	 paneles	 de	 la	 Figura	 15.	 En	
ambos	 paneles,	 se	 observa	 una	
cápsida	 antes	 (arriba)	 y	 después	
(abajo)	 de	 perder	 un	 pentámero	 de	
trímeros.	 En	 ambos	 casos,	 el	
pentámero	 disociado	 se	 observa	 al	
lado	 de	 la	 cápsida.	 El	 panel	 C	
muestra	 las	 imágenes	 y	 perfil	 de	
altura	obtenidos	para	un	pentámero	




después	 de	 ser	 sometidas	 a	 indentaciones	 e	 imágenes	 repetidas,	 que	 condujeron	 a	 la	
aparición	 de	 fragmentos	 de	 diversos	 tamaños	 en	 el	 lugar	 donde	 se	 encontraba	












Figura	 18. Cápsidas	 de	 MVM	
que	 sufren	 un	 colapso	 global.	
La	organización	de	cada	panel	(A,	
B)		es	como	para	cada	uno	de	los	
paneles	 de	 la	 Figura	 15.	 Ambos	
paneles	 muestran	 cápsidas	
originalmente	 orientadas	 con	 un	
eje	S5	en	su	parte	superior,	antes	
(arriba)	 y	 después	 (abajo)	 de	
sufrir	un	colapso	global	 inducido	
mecánicamente.	 En	 los	 perfiles	
de	 altura,	 cf	 identifica	 la	 cápsida	




(Figura	 19),	 reflejando	 un	 desensamblaje	 secuencial	 de	 una	 cápsida,	 desde	 su	 forma	
intacta	hasta	que	no	quedaron	fragmentos	mayores	que	un	pentámero	de	trímeros.	En	el	
caso	particular	mostrado	en	la	Figura	19,	el	colapso	no	fue	producido	por	un	solo	evento	















organización	 de	 la	 figura	 es	
similar	 a	 la	 de	 la	 Figura	 16.	 A)		
cápsida	 intacta	 orientada	 con	 un	
eje	S3	en	su	parte	superior;	B)	 la	
misma	 cápsida	 tras	 perder	 un	
pentámero	 de	 trímeros;	 C)	 la	
misma	cápsida	tras	perder	varios	
fragmentos	 adicionales.	 D)	
Estado	 final	 de	 la	 cápsida	 tras	
múltiples	indentaciones	sobre	los	
distintos	 fragmentos	 que	 se	
fueron	 generando.	 Se	 identifican	
dos	 pentámeros,	 uno	 de	 los	
cuales	 parece	 haber	 perdido	 un	
trímero.	En	los	perfiles	de	altura,	
c	 identifica	 la	 cápsida,	 cf	 la	












Figura	 20. Cápsida	 de	MVM	 aplastada	
sin	pérdida	sustancial	de	subunidades.	
A)	 Imágenes	3D	y	negativa	de	 la	 cápsida	
intacta,	 orientada	 con	 un	 eje	 S2	 en	 la	
parte	superior.	B)	imágenes	3D	y	negativa	
de	 la	 misma	 cápsida	 tras	 sufrir	
aplastamiento	mecánico	 por	 la	 punta	 del	
AFM,	 con	 los	 capsómeros	 numerados	 en	
la	 imagen	 3D.	 C)	 perfiles	 de	 altura	
trazados	a	lo	largo	de	las	líneas	indicadas	
sobre	 la	 cápsida	 intacta	 (verde)	 o	
aplastada	 (rojo	 y	 azul);	 la	máxima	 altura	
de	 los	 fragmentos	 corresponde	
aproximadamente	a		la	de	pentámeros	de	
trímeros.	D)	Patrón	bidimensional	para	la	
construcción	 de	 un	 icosaedro,	 con	 la	
numeración	 coincidente	 con	 los	
capsómeros	 observables	 en	 el	 panel	 B.	
Las	 flechas	 negras	 	 conectan	 interfases	
que	 no	 están	 unidas	 en	 el	 modelo,	 pero	
que	 parecen	 estarlo	 en	 la	 cápsida	
aplastada.	 Los	 capsómeros	 no	












en	 el	 régimen	 lineal	 (Figura	 10.b).	 En	 cambio,	 aquellas	 que	 pudieron	 ser	 asociadas	 a	
pérdidas	de	un	pentámero	de	trímeros	mostraron	más	de	un	salto	sobre	el	régimen	lineal	
(Figura	10.c).		







anteriormente	 para	 otros	 ensamblados	 biológicos	 (Schaap	et	al.,	 2006;	 Ivanovska	et	al.,	





=	 72	 kJ/mol.	 Si	 utilizamos	 dicho	 valor	 para	 el	 cálculo	 de	 la	 energía	 disipada	 durante	 la	
eliminación	 de	 un	 pentámero	 de	 trímeros,	 que	 implica	 la	 ruptura	 de	 5	 interfases	
intertrímero,	 el	 resultado	 es	 de	 72	 ×	 5	 =	 360	 kJ/mol,	 un	 valor	 casi	 idéntico	 al	 obtenido	
experimentalmente.		
4.2.3. Desensamblaje	mecánico	de	viriones	
Los	 viriones	 de	MVM	 tienen	 segmentos	 de	ADNcs	 unidos	 a	 la	 pared	 interna	 de	 la	
cápsida	 (Agbandje‐McKenna	 et	 al.,	 1998),	 que	 refuerzan	 mecánicamente	 la	 regiones	
próximas	 a	 las	 zonas	 de	 contacto	 del	 ADN	 (Carrasco	et	al.,	 2006;	 Carrasco	et	al.,	 2008).	
Para	 comprobar	 si	 dicho	 refuerzo	 mecánico	 provocado	 por	 el	 ADN	 podía	 influir	 en	 el	
desensamblaje	del	virión	respecto	a	 la	cápsida	vacía	se	estudiaron	cerca	de	200	viriones	
individuales.	Igual	que	sucedía	con	las	cápsidas,	los	viriones	generalmente	soportaron	un	
gran	 número	 de	 indentaciones	 sin	 sufrir	 ningún	 cambio	 estructural,	 pero	 suficientes	
indentaciones	 de	 fuerza	 elevada	 y/o	 toma	 repetida	 de	 imágenes	 eventualmente	
provocaron	su	desensamblaje	parcial	o	total.		





trímeros,	 entre	 otros	 fragmentos.	 Los	 datos	 de	 desensamblaje	 mecánico	 de	 viriones	
obtenidos	 hasta	 el	momento	 no	 tienen	 suficiente	 peso	 estadístico,	 pero	 indican	 que	 no	
parecen	existir	diferencias	cualitativas	en	el	desensamblaje	mecánico	de	cápsidas	vacías	o	
viriones.			
En	 resumen,	 los	 experimentos	 de	 desensamblaje	mecánico	 de	 partículas	 de	MVM	
han	 permitido	 identificar	 experimentalmente	 intermediarios	 de	 desensamblaje	
consistentes	 en	 cápsidas	 a	 las	 que	 le	 falta	un	 trímeros	de	VPs,	más	de	 un	 trímero,	 o	un	









cuantitativa	 entre	 la	 rigidificación	 mecánica	 local	 del	 virión	 de	 MVM	 causada	 por	
segmentos	del	ADN	unidos	a	la	pared	interna	de	la	cápsida	(Carrasco	et	al.,	2006;	Carrasco	
et	al.,	2008),	y	la	estabilización	del	virión	frente	a	la	inactivación	térmica	de	su	infectividad	
(Reguera	 et	 al.,	 2005).	 Este	 estudio	 se	 ha	 realizado	 en	 colaboración	 con	 la	 Dra.	 M.	
Castellanos.	El	autor	de	esta	memoria	continuó	y	completó	los	experimentos	y	los	análisis	
realizados	 por	 La	 Dra.	 Castellanos	 en	 nuestro	 grupo.	 En	 esta	memoria	 se	 describen	 los	
resultados	completos	obtenidos	por	ambos	investigadores.	
4.3.1. La	eliminación	de	diferentes	interacciones	entre	la	cápsida	
y	 el	 ADN	 en	 el	 virión	 de	MVM	 reduce	 en	 un	 grado	 diferente	 la	
resistencia	mecánica	local	del	virus	
En	primer	lugar	se	analizó	la	estructura	cristalográfica	del	virión	de	MVM		(Kontou	
et	al.,	 2005)	 para	 seleccionar	 residuos	 cuya	 sustitución	 individual	 a	 alanina	 eliminara	
diversas	interacciones	entre	la	cápsida	y	el	ADN.	Se	eligieron	los	residuos		D58,	N183,	W60,	
T267	y	N491.	La	mutación	a	alanina	de	cualquiera	de	los	tres	primeros	residuos	elimina	
interacciones	 con	 las	 cuñas	 de	 ADN	 presentes	 en	 el	 interior	 de	 la	 cápsida	 que	 son	




La	 eliminación	 de	 cualquiera	 de	 estos	 cinco	 residuos	 no	 elimina	 interacciones	
significativas	 con	 otros	 residuos	de	 la	 cápsida,	 ni	 introduce	 grupos	 que	 puedan	 generar	
nuevas	 interacciones.	 Por	 tanto	 los	 efectos	 observados	 por	 las	 mutaciones	 pueden	
atribuirse	a	 la	eliminación	de	 interacciones	entre	 la	 cápsida	y	el	ADN,	 como	ya	 se	había	






Las	mutaciones	 se	 introdujeron	en	el	 clon	 infeccioso	 (apartado	3.3.2),	 y	 se	determinó	el	
título	de	los	viriones	producidos	(apartado	3.1.5),	normalizando	siempre	frente	al	control	
no	mutado.	 Todos	 los	mutantes	 excepto	 N183A	 resultaron	 casi	 tan	 infecciosos	 como	 el	





























a	 se	 indica	 el	 mutante	 utilizado	 y	 la	 región	 de	 la	 cápsida	 en	 la	 que	 se	 encuentra.	 b	 lnfectividad	
relativa	del	mutante	respecto	a	 la	del	control	no	mutado.	c	Constante	de	velocidad	de	inactivación	
térmica	 relativa	 a	 la	 del	 control	 no	 mutado.	 Para	 los	 valores	 de	 infectividad	 y	 constante	 de	
inactivación	se	indican	medias	de	dos	o	más	experimentos	independientes	y	la	desviación	estándar.	
Los	viriones	mutantes	y	el	control	no	mutado	se	produjeron	y	purificaron	como	se	
detalla	 en	 el	 apartado	 3.5.3.	 A	 continuación	 se	 llevaron	 a	 cabo	 experimentos	 de	
indentación	mediante	AFM	utilizando	la	aproximación	descrita	en	el	apartado	3.13.5.	Tras	
identificar	la	orientación	de	cada	partícula	individual	a	analizar	mediante	la	realización	de	
imágenes	 de	 alta	 resolución,	 se	 realizaron	 sobre	 la	 misma	 indentaciones	 con	 fuerza	








Figura	21.	Comparación	de	 la	 rigidez	mecánica	de	 viriones	de	MVM	 en	 regiones	 S2.	 Cada	
histograma	representa	 la	distribución	del	valor	de	ks	obtenido	para	el	 control	no	mutado	(wt,	en	
negro)	y	uno	de	los	mutantes	analizados	(en	verde,	identificado	en	la	parte	superior	de	la	gráfica)	
en	 los	que	se	han	eliminado	 interacciones	cápsida‐ADN	y/o	modificado	el	 tamaño	y	 forma	de	 las	
cavidades	mayores.		
	
Figura	22.	 Comparación	de	 la	 rigidez	mecánica	de	 viriones	de	MVM	 en	 regiones	 S3.	 Cada	
histograma	representa	 la	distribución	del	valor	de	ks	obtenido	para	el	 control	no	mutado	(wt,	en	
negro)	y	uno	de	los	mutantes	analizados	(en	verde,	identificado	en	la	parte	superior	de	la	gráfica)	






Mutante	 ks	(N/m)	a	 Fz	b	 n	c	 t	d	 ks	(N/m)	a	 Fz	b	 n	c	 t	d	 ks(N/m)	a		 Fz	b	 n	c	 t	d	
wt	 1,25±0,25	 68	 12	 ‐	 0,85±0,15	 78	 11	 ‐	 0,59±0,10	 69	 8	 ‐	
Mutantes	en	sitios	de	
interacción	con	el	ADN	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
D58A	 0,82±0,10	 46	 5	 9,9x10‐13	 0,57±0,10	 66	 7	 1,2x10‐14	 0,55±0,06	 64	 6	 0,05	
W60A	 0,68±0,15	 52	 4	 1,7x10‐29	 0,70±0,15	 23	 6	 1,3x10‐4	 0,61±0,19	 36	 4	 0,44	
N183A	 0,74±0,19	 88	 12	 2,0x10‐11	 0,58±0,15	 79	 15	 1,2x10‐11	 0,57±0,10	 34	 8	 0,8	
T267A	 1,18±0,26	 48	 8	 0,17	 0,81±0,17	 25	 6	 0,27	 0,56±0,10	 48	 9	 0,23	
N491A	 0,86±0,21	 40	 5	 1,4x10‐13	 0,69±0,23	 44	 6	 1,0x10‐4	 0,60±0,11	 25	 4	 0,57	
D58A/N183A	 0,79±0,23	 70	 9	 2,3x10‐14	 0,64±0,16	 35	 5	 1,8x10‐08	 0,58±0,19	 87	 6	 0,4	
Mutantes	en	cavidades	
L113F	 1,12±0,25	 60	 9	 0,003	 0,89±0,20	 58	 8	 0,3	 0,55±0,11	 64	 6	 0,02	
L143F	 1,34±0,26	 48	 6	 0,07	 0,88±0,22	 57	 10	 0,47	 0,57±0,11	 49	 7	 0,46	
Mutantes	en	sitios	de	
interacción	con	el	ADN	
y	en	cavidades	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
D58A/L143F	 1,11±0,25	 42	 8	 0,004	 0,77±0,16	 37	 8	 0,01	 0,57±0,11	 63	 7	 0,27	
N183A/L113F	 1,03±0,23	 60	 5	 9,4	x10‐7	 0,78±0,18	 61	 4	 0,01	 0,58±0,12	 17	 2	 0,79	







Los	 cinco	 viriones	 mutantes	 rindieron	 valores	 de	 ks	 en	 regiones	 S5	 que	 eran	
indistinguibles	 del	 valor	 obtenido	 para	 el	 control	 no	mutado;	 lo	mismo	 se	 observó	 con	
cualquier	 otro	 virión	 infeccioso	 mutante	 utilizado	 en	 este	 estudio	 (Tablas	 6	 y	 9).	 Este	
resultado	se	esperaba	del	vínculo	que	ya	habíamos	encontrado	entre	la	conservación	de	la	





ks	 promedio	 y	 distribución	 de	 valores	 que	 eran	 claramente	 diferenciables	 y	
estadísticamente	 significativas,	 según	 el	 estadístico	 t‐student,	 de	 los	 obtenidos	 para	 el	
virión	 parental.	 Las	 mutaciones	 D58A,	 N183A	 y	 W60A,	 que	 eliminan	 las	 interacciones	
ADN‐cápsida	más	energéticas,	causaron	mayores	reducciones	en	los	valores	de	ks	en	estas	








sencillos	D58A	 y	N183A,	 revelando	 un	 efecto	mecánico	 no	 aditivo	 de	 estas	mutaciones,	
esperable	por	la	proximidad	de	estos	dos	residuos.		
4.3.2. Relación	 exponencial	 entre	 resistencia	 a	 inactivación	
térmica	 del	 virión	 de	 MVM	 y	 rigidez	 mecánica	 local	 debida	 a	
interacciones	cápsida‐ADN		
Experimentos	previos	indirectos	de	nuestro	laboratorio	sugerían	que	la	inactivación	
del	 virión	 de	MVM	 cuando	 es	 sometido	 a	 calentamiento	 (70ºC)	 se	 debe	 a	 algún	 tipo	 de	
cambio	conformacional,	antes	de	que	la	partícula	de	disocie	(Reguera	et	al.,	2005).	Hemos	
confirmado	 directamente	 esta	 posibilidad	 realizando	 experimentos	 de	 inactivación	
térmica	del	virión	y	estimado	 la	proporción	de	partículas	 íntegras	remanentes	mediante	









Círculos	 azules:	 partículas	 víricas	 remanentes,	 cuantificadas	 por	 ME.	 Cuadrados	 rojos:	 viriones	
infectivos	remanentes.	
Para	 establecer	 si	 existe	 una	 relación	 cuantitativa	 entre	 resistencia	 del	 virión	 de	
MVM	 frente	 a	 la	 inactivación	 térmica	 y	 la	 rigidez	mecánica	 de	 las	 regiones	 S2	 y	 S3	 que	
engloban	los	sitios	de	unión	cápsida‐ADN,	la	Dra.	Castellanos	en	nuestro	grupo	determinó	





condiciones	 obtenida	 para	 cada	 mutante	 se	 normalizó	 respecto	 a	 la	 obtenida	 para	 el	
parental	 en	 el	 mismo	 experimento	 en	 las	 mismas	 condiciones,	 y	 se	 promediaron	 los	
resultados	 de	 dos	 o	 tres	 experimentos	 independientes.	 Las	 constantes	 de	 velocidad	 de	
inactivación	relativas	así	determinadas	se	indican	en	la	Tabla	5.		






rigidez	 local,	 aquellos	 mutantes	 que	 eliminaban	 interacciones	 cápsida‐ADN	 más	
energéticas	 (D58A,	N183A,	W60A	 y	D58A/N183A)	mostraron	mayores	 aumentos	 de	kin	
que	los	que	eliminaban	interacciones	menos	energéticas	(N491A	y	T267A).		
	
Figura	 24.	 Cinéticas	 de	 inactivación	 a	 70ºC	 de	 algunos	 mutantes	 de	 MVM.	 Se	 muestran	
resultados	 representativos	 para	 el	 virión	 no	 mutado	 (circulos	 negros),	 y	 mutantes	 W60A	
(cuadrados	rojos),	T267A	(triángulos	invertidos	azules)	y	N491A	(triángulos	verdes).	Los	ajustes	de	
los	datos	a		procesos	de	decaimiento	exponencial	se	indican	mediante	líneas	contínuas.	Los	valores	
obtenidos	 para	 las	 constantes	 de	 inactivación	 para	 estos	 y	 los	 demás	 mutantes	 analizados	 se	
indican	en	la	Tabla	5.		
Una	comparación	cualitativa	de	los	datos	de	kin	y	ks	para	cada	virión	(Tablas	5	y	6)	
reveló	 una	 relación	 entre	 la	 reducción	de	 la	 resistencia	 a	 la	 inactivación	 por	 calor	 y	 las	
reducciones	 locales	 de	 rigidez	 mecánica	 en	 las	 regiones	 más	 cercanas	 a	 los	 sitios	 de	
interacción	cápsida‐ADN	(regiones	S2	y	S3).	 	A	continuación	probamos	si	dicha	relación	




exponencial	 entre	 la	 resistencia	 a	 inactivación	 térmica	 (medida	 por	 la	 constante	 de	







En	 la	 discusión	 se	 proporciona	 un	marco	 conceptual,	 basado	 en	 la	 teoría	 del	 estado	 de	




Figura	25.	Relación	entre	constante	de	 inactivación	 térmica	(kin)	y	rigidez	mecánica	en	 las	
regiones	S2/S3	(ksS2S3)	para	diferentes	viriones	mutantes	de	MVM.	De	izquierda	a	derecha,	los	
puntos	en	el	gráfico	corresponden	a:	N183A,	W60A,	D58A,	D58A/N183A,	N491A,	T267A	y	control	





Como	 se	 ha	 mencionado	 anteriormente	 (apartado	 1.6.1),	 en	 el	 interior	 de	 cada	
subunidad	de	la	cápsida	de	MVM	se	han	identificado	regiones	pobremente	empaquetadas	
que	 delimitan	 pequeñas	 cavidades.	 Las	 mayores	 de	 estas	 cavidades	 (Carreira	 y	 Mateu,	
2006)	pueden	alojar	varias	moléculas	de	agua,	y	se	encuentran	cerca	de	las	regiones	de	la	
cápsida	 que	 unen	 segmentos	 de	 ADN	 (Figura	 8).	 Sustituciones	 de	 aminoácidos	 que	
cambian	 la	 forma	 y/o	 el	 volumen	 de	 la	 cavidad	 mayor	 en	 cada	 subunidad	 alteran	 las	
propiedades	mecánicas	de	la	cápsida	vacía	(VLP)	(Castellanos	et	al.,	2012a).	La	elasticidad	






entre	 los	 segmentos	 de	 ADN	 y	 la	 cápsida	 (Carrasco	 et	 al.,	 2006;	 Carrasco	 et	 al.,	 2008).	




Para	 ello	 se	 produjeron	 y	 titularon	 viriones	 de	 MVM	 en	 los	 que	 se	 habían	






Por	 tanto,	 cuando	 la	 rigidez	 de	 las	 regiones	 S2	 y	 S3	 de	 la	 cápsida	 mutante	 ya	 está	
aumentada	 mediante	 la	 intriducción	 de	 mutaciones	 de	 rellenado	 de	 cavidades,	 la	
encapsidación	 del	 ADN	 y	 su	 unión	 a	 las	 paredes	 de	 la	 cápsida	 no	 ejerce	 ningún	 efecto	
adicional	sobre	la	rigidez	mecánica	del	virión.		
Éstos	 resultados	 nos	 permitieron	 someter	 de	 nuevo	 a	 prueba	 la	 hipótesis	 de	 una	
correlación	entre	rigidez	de	las	regiones	S2	y	S3	en	el	virión	y	resistencia	del	mismo	a	la	
inactivación	por	calor.	Puesto	que	las	mutaciones	L113F	y	L143F	no	aumentan	la	rigidez	
del	 virión,	 era	 esperable	 que	 tampoco	 aumentaran	 la	 resistencia	 de	 este	 frente	 a	 la	
inactivación	 térmica.	 Los	 resultados	 revelaron	 que	 las	 constantes	 de	 inactivación	 kin	 de	
estos	mutantes	 son	 similares	 a	 las	 del	 virión	 no	mutado,	 confirmando	 dicha	 predicción	
(Tabla	5).		
4.3.4. Las	 reducciones	 de	 la	 rigidez	 local	 y	 la	 resistencia	 a	 la	
inactivación	 por	 calor	 provocadas	 por	 la	 eliminación	 de	
interacciones	 cápsida‐ADN	 pueden	 ser	 compensadas	 por	 las	
mutaciones	de	rellenado	de	cavidades	
Las	mutaciones	de	rellenado	de	cavidades	L113F	y	L143F	rigidificaron	las	regiones	








Para	 ello	 la	 Dra.	 Castellanos	 diseñó,	 produjo	 y	 tituló	 los	 dobles	 mutantes	
D58A/L113F,	 D58A/L143F,	 N183A/L113F	 y	 N183A/L143F.	 A	 pesar	 de	 que	 las	
mutaciones	individuales	afectan	poco	o	nada	al	título	viral,	la	combinación	de	las	mismas	




Los	 tres	 dobles	mutantes	 viables	 rindieron	 valores	 de	 ks	 en	 las	 regiones	 S2	 y	 S3	
sustancialmente	mayores	que	 los	de	 los	mutantes	 individuales	 en	 los	que	 se	 eliminaron	
interacciones	 cápsida‐ADN,	 y	 más	 parecidos	 a	 los	 obtenidos	 con	 el	 virión	 no	 mutado	
(Tabla	 6).	 Por	 tanto,	 en	 MVM	 la	 disminución	 de	 rigidez	 mecánica	 causada	 por	 la	
eliminación	 de	 interacciones	 entre	 segmentos	 de	ADN	 genómico	 y	 la	 cápsida	 puede	 ser	
compensada,	al	menos	parcialmente,	por	el	rellenado	de	cavidades	vecinas.		




resistencia	 a	 la	 inactivación	 por	 calor.	 La	 determinación	 por	 la	 Dra.	 Castellanos	 de	 las	




virión	 de	 MVM	 contribuyen	 más	 que	 interacciones	 menos	 energéticas	 a	 aumentar	 la	
rigidez	 mecánica	 de	 las	 regiones	 S2/S3;	 ii)	 existe	 una	 relación	 empírica	 cuantitativa	 y	
exponencial	 entre	 el	 aumento	 de	 rigidez	mecánica	 en	 regiones	 S2/S3,	 mediado	 por	 las	
interacciones	cápsida‐ADN,	y	 la	resistencia	del	virión	a	 la	 inactivación	de	su	 infectividad	
por	calentamiento;	iii)	las	pérdidas	de	rigidez	mecánica	y	resistencia	frente	a	inactivación	
térmica	del	virión	de	MVM	provocadas	por	 la	eliminación	de	 interacciones	cápsida‐ADN,	





4.4. Estudio	 de	 determinantes	 moleculares	 de	 las	
propiedades	mecánicas	de	la	cápsida	de	MVM	
El	cuarto	y	último	objetivo	de	esta	tesis	se	centró	en	el	estudio	sistemático	del	papel	
de	 residuos	 individuales	 e	 interacciones	 en	 las	 interfases	 entre	 trímeros	 en	 la	 rigidez	
mecánica	 de	 la	 cápsida	 de	MVM.	No	 existen	 apenas	 estudios	mutacionales	 que	 analicen	
con	este	nivel	de	resolución	estructural	 las	relaciones	entre	reconocimiento	molecular	y	





e	 interacciones	 intersubunidad	 en	 la	 rigidez	 mecánica	 de	 la	
cápsida	de	MVM	
Nuestros	estudios	previos	han	revelado	que	en	el	virión	de	MVM	las	 interacciones	
entre	 ciertos	 residuos	en	 la	pared	 interna	de	 la	 cápsida	y	 segmentos	del	ADN	genómico	








centramos	 en	 el	 análisis	 del	 papel	 de	 residuos	 e	 interacciones	 en	 las	 interfases	 entre	
trímeros	sobre	la	rigidez	mecánica	local	y	global	de	la	cápsida.	
En	 un	 análisis	 sistemático	 realizado	 con	 anterioridad	 en	 nuestro	 laboratorio	 se	
había	determinado	el	papel	de	residuos	implicados	en	interacciones	intertriméricas	en	el	
ensamblaje	 de	 la	 cápsida	 de	 MVM,	 su	 estabilidad	 frente	 a	 disociación	 térmica	 y	 su	
dinámica	 conformacional	 asociada	 a	 los	poros	 y	 necesaria	para	 la	 infección	por	 el	 virus	
(Reguera	et	al.,	2004).	Para	ese	estudio	se	seleccionaron	y	mutagenizaron	individualmente	
a	alanina	28	de	los	79	residuos	por	subunidad	cuya	cadena	lateral	(más	allá	del	Cβ)	está	




eliminan	 casi	 todas	 las	 interacciones	 entre	 trímeros	 con	 cierta	 relevancia	 energética	
(Tabla	8).		
Para	el	análisis	mediante	mutación	sistemática	a	alanina	del	papel	sobre	 la	rigidez	
mecánica	 de	 la	 cápsida	 de	 residuos	 implicados	 en	 la	 asociación	 entre	 trímeros,	
seleccionamos	12	de	estos	28	residuos	energéticamente	relevantes	(resaltados	en	negrita	
en	la	Tabla	7	e	identificados	en	la	estructura	tridimensional	de	la	cápsida	en	la	Figura	26).	
Descartamos	 esencialmente	 los	 residuos	 cuya	 mutación	 impide	 el	 ensamblaje	 de	 la	
cápsida	(Reguera	et	al.,	2004),	y	también	aquellos	5	situados	en	la	base	de	los	poros,	cuyo	




función	 de	 los	 12	 residuos	 analizados	 en	 el	 presente	 estudio	 (Castellanos	et	al.,	 2012a;	
apartado	1.5.2).		
	
Figura	 26.	 Localización	 en	 la	 estructura	 de	MVM	 de	 todos	 los	 residuos	 en	 las	 interfases	
intertriméricas	 cuyo	 papel	 sobre	 la	 rigidez	mecánica	 se	 ha	 analizado	 en	 este	 estudio.	 A)	
trímero	visto	de	frente;	B)	trímero	visto	de	perfil;	C)	pentámero	de	trímeros	visto	de	frente.	En	los	
3	paneles	se	muestran	en	amarillo	los	residuos	interfásicos	que	forman	un	anillo	en	la	base	de	cada	

















S43	 (bp)		 7	 <4	x	10‐5	
N149	 (bp)	 7	 <8	x	10‐7	
N170	 (bp)	 7	 <5	x	10‐6	
D263	 (bp)	 7	 <8	x	10‐6	
V40	 (bp)	 6	 1,2	x	10‐4	















T569	 		 2	 ND	
a	 Se	 indica	 el	 conjunto	de	 residuos	 en	 las	 interfases	 entre	 trímeros	 cuyo	papel	 en	 el	 ensamblaje,	
estabilidad	y	dinámica	conformacional	de	la	cápsida	e	infectividad	del	virión	había	sido	analizado	
en	nuestro	laboratorio	mediante	mutación	sistemática	a	alanina	(Reguera	et	al.,	2004).	En	negrita	
se	 resaltan	 aquellos	 residuos	 interfásicos	 seleccionados	 para	 el	 presente	 estudio	 de	 la	 relación	
estructura‐rigidez	mecánica	de	MVM.	(bp)	indica	que	el	residuo	se	encuentra	localizado	en	la	base	
de	los	poros	de	la	cápsida;	el	análisis	mecánico	de	estos	residuos	ya	fue	realizado	en	nuestro	grupo	
(Castellanos	 et	 al.,	 2012a).	 b	 Grado	 de	 conservación	 de	 cada	 residuo	 entre	 7	 parvovirus	
relacionados	(Chapman	y	Rossmann,	1993).	*	indica	que	si	bien	no	está	conservado	el	residuo,	si	lo	






























K241	 R	 ‐	 ‐	 D553	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 1	 R349	
F55	 R	 ‐	 12(10)	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 2	 ‐	
I84	 R	 ‐	 1	 ‐	 ‐	 5(4)	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	
R83	 R	 2	P566	 2	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 1	E105	 11(6)	 ‐	
I207	 R	 ‐	 1	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	
N74	 E	 1	D507	 2	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 1	 ‐	
H72	 E	 1	T506	 8(5)	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 1	N74	 3(1)	 ‐	
S550	 E	 2	Q548	 8	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	
K204	 E	 1	N80	1E79	 E79	 1	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 3(3)	 ‐	
D507	 E	 K166	 3(1)	 K166	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	
I167	 E	 ‐	 1	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	
N554	 E	 ‐	 10(4)	 ‐	 ‐	 ‐	 1	S560	 1	 ‐	
S43	 BP	 1	L258	 2	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	
N149	 BP	 2	R260	 4(1)	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	
N170	 BP	 1	D171	 5	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	
D263	 BP	 1	S43	 3	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	
V40	 BP	 ‐	 4(2)	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	 ‐	





Los	 12	 mutantes	 interfásicos	 analizados	 aquí	 (10	 de	 ellos	 por	 el	 autor	 de	 esta	
memoria	 y	 los	2	 restantes	por	 las	Dras.	 Castellanos	 y	 Pérez	 de	nuestro	 grupo)	 incluyen	
sustituciones	 individuales	a	alanina	por	 las	que	se	eliminan	 (por	subunidad)	un	número	
variable	de	interacciones	de	van	der	Waals,	y	además	uno	o	dos	puentes	de	hidrógeno,	una	
interacción	 iónica	 y/o	 interacciones	 hidrofóbicas	 (estimadas	 mediante	 el	 número	 de	








cuyo	papel	 sobre	 la	 rigidez	mecánica	 se	ha	 analizado	 en	 este	 estudio.	A)	 trímero	 visto	 de	
frente;	B),	trímero	visto	de	perfil;	C)	cápsida	completa,	en	la	que	uno	de	los	trímeros	se	resalta	en	
color	 rosa.	 En	 los	 tres	 paneles,	 los	 residuos	 analizados	 se	 representan	 en	 un	 código	 de	 colores	
según	 el	 tipo	 de	 interacciones	 intertriméricas	 principales	 que	 establecen:	 verde,	 puentes	 de	
hidrógeno;	azul	interacciones	iónicas;	naranja,	interacciones	hidrofóbicas.	
4.4.2. Efecto	 de	 la	 eliminación	 de	 cadenas	 laterales	 e	
interacciones	 intersubunidad	 sobre	 la	 rigidez	 mecánica	 de	 la	
cápsida	de	MVM	
Se	 produjeron	 y	 purificaron	 las	 12	 cápsidas	 mutantes	 como	 se	 ha	 descrito	
(apartados	 3.3	 y	 3.4.3).	 Sus	 constantes	 elásticas	 ks	 para	 las	 regiones	 S2,	 S3	 y	 S5,	 se	
determinaron	 en	 experimentos	 de	 indentación	 mediante	 AFM	 (apartado	 3.13.5),	
utilizando	la	cápsida	no	mutada	como	control.	La	orientación	de	la	partícula	se	determinó	




los	 valores	 de	 ks	 para	 una	 región	 de	 la	 cápsida	 de	 un	 mutante	 con	 el	 histograma	
correspondiente	 a	 la	 cápsida	 control.	 Para	 cada	 mutante	 y	 el	 control,	 los	 resultados	















R83	 no	 se	 encuentra	 cerca	 de	 los	 poros,	 pero	 el	 efecto	 de	 su	mutación	 es	 enteramente	




A	 diferencia	 de	 lo	 observado	 para	 las	 regiones	 S5,	 y	 de	 modo	 muy	 llamativo,	
encontramos	que	casi	todas	las	mutaciones	interfásicas	analizadas	en	este	estudio	(10	de	




muy	 ligeramente	 (máximo	 17%).	 Este	 incremento	 generalizado	 de	 la	 rigidez	 resulta	
contraintuitivo:	 todas	 las	mutaciones	 realizadas	 eliminan	 grupos	 atómicos	 (dejando,	 en	
principio,	oquedades	en	 su	 lugar)	e	 interacciones	entre	 trímeros,	 incluyendo	en	muchos	
casos	 interacciones	direccionales	(puentes	de	hidrógeno);	además,	aunque	 los	ejes	S2	se	







Figura	 28.	 Comparación	de	 la	 rigidez	mecánica	 de	 cápsidas	 de	MVM	 con	mutaciones	que	
eliminan	 interacciones	 polares	 intertriméricas.	 En	 cada	 fila,	 cada	 histograma	 representa	 la	
distribución	del	valor	de	ks	obtenido	para	el	control	no	mutado	(wt,	en	negro)	y	el	mutante	indicado	
a	la	izquierda	de	la	fila	(en	verde),	para	las	regiones	de	la	cápsida	S2	(izquierda),	S3	(centro)	y	S5	
(derecha).	 Para	 los	 mutantes	 H72A	 (región	 S5)	 y	 D507A	 (región	 S3)	 no	 se	 representan	 los	






Figura	 29.	 Comparación	de	 la	 rigidez	mecánica	de	 cápsidas	de	MVM	 con	mutaciones	que	








ks	(N/m)a	 Fzb	 nc td	 ks	(N/m)a	 Fzb	 nc td	 ks	(N/m)a	 Fzb	 nc td	
wt	 0,63	±	0,12	 41	 7	 0,62	±	0,16	 53	 11 0,61	±	0,12	 24	 4
R83A	 0,87	±	0,19	 64	 7	 4,1x10‐11	 0,73	±	0,20	 47	 6	 2,3x10‐3	 0,82	±	0,23	 57	 6 7,4x10‐5	
H72A	 0,73	±	0,12	 35	 5	 5,8x10‐4	 0,89	±	0,22	 18	 4	 4,2x10‐7	 0,64	±	0,18	 28	 4 0,368	
N74A*	 0,52	±	0,11	 57	 10 0,09	 0,59	±	0,17	 55	 9	 0,07	 0,57	±	0,15	 62	 7 0,34	







K204A	 0,79	±	0,21	 47	 5	 2,0x10‐5	 0,64	±	0,18	 26	 5	 0,698	 0,60	±	0,11	 58	 5 0,821	
D507A	 0,78	±	0,20	 40	 6	 1,2x10‐4	 0,80	±	0,23	 21	 4	 2,9x10‐4	 0,70	±	0,19	 62	 4 0,018	
K241A	 0,97	±	0,30	 30	 4	 9,5x10‐10	 0,65	±	0,19	 36	 5	 0,361	 0,54	±	0,14	 35	 4 0,052	
F55A	 0,95	±	0,24	 55	 6	 1,9x10‐11	 0,82	±	0,21	 43	 6	 5,9x10‐7	 0,51	±	0,15	 61	 5 0,010	
I84A	 0,96	±	0,27	 43	 7	 2,4x10‐10	 0,84	±	0,22	 30	 5	 6,6x10‐7	 0,58	±	0,15	 67	 5 0,540	
I167A*	 0,67	±	0,18	 62	 6	 3,0x10‐5	 0.92	±	0,28	 143	 17 5x10‐32	 0,53	±	0,15	 49	 7 0,01	
I207A	 0,94	±	0,19	 62	 7	 4,3x10‐16	 1,20	±	0,22	 21	 5	 1,3x10‐19	 0,68	±	0,11	 26	 4 0,017	




1,05	±	0,20	 38	 5	 2,3x10‐18	 1,19	±	0,18	 30	 3	 8,51x10‐25	 0,72	±	0,22	 40	 3 0,016	
a	Constante	elástica	promedio	y	desviación	estándar;	 b	número	 total	de	 indentaciones	 realizado	sobre	partículas	con	 la	misma	mutación	en	 la	









cápsida	 de	 las	 17	 mutaciones	 analizadas	 que	 afectan	 residuos	 en	 las	 interfases	
intertriméricas	(incluyendo	las	de	residuos	situados	en	la	base	de	los	poros	(Castellanos	et	
al.,	2012a),		que	hemos	clasificado	según	el	tipo	de	interacciones	eliminadas.	
Mutaciones	 que	 eliminan	 enlaces	 de	 hidrógeno.	 Las	 10	 mutaciones	 que	 eliminan	
puentes	de	hidrógeno	(comparar	Tablas	8	y	10)	provocaron	variaciones	de	rigidez	(ks)	de		
‐17%	a	 +59%	en	 el	 eje	 S2	 (promedio	+21%),	 y	 de	 ‐6%	a	 +87%	en	 el	 eje	 S3	 (promedio	
+32%).	 En	 alguno	 de	 estos	 casos,	 además	 de	 puentes	 de	 hidrógeno	 se	 eliminaron	 un	
enlace	 iónico	 o	 algunos	 contactos	 C‐C;	 pero	 cuando	 descartamos	 estos	 casos	
estructuralmente	 más	 complejos,	 el	 resultado	 fue	 similar	 (promedios	 +20%	 para	 S2	 y	
+32%	para	S3).	
Mutaciones	que	eliminan	enlaces	 iónicos.	 La	 mutación	 K241A,	 que	 solo	 eliminó	 un	
enlace	 iónico,	 produjo	 incrementos	 de	 rigidez	de	+54%	para	 S2	 y	 +5%	para	 S3;	 las	 dos	
mutaciones	 que	 además	 eliminan	 puentes	 de	 hidrógenos	 produjeron,	 en	 promedio,	
incrementos	de	+25%	y	+16%.		
Mutaciones	que	eliminan	interacciones	hidrofóbicas.	 Las	 4	mutaciones	que	 eliminan	
un	 cierto	 número	 de	 contactos	 C‐C	 pero	 no	 enlaces	 de	 hidrógeno	 o	 iónicos	 (comparar	
Tablas	 8	 y	10)	produjeron	 incrementos	de	 +22%	a	+51%	en	S2	 (promedio	+37%)	 y	de	
+32%	a	+108%	en	S3	 (promedio	70%).	Por	 tanto,	 la	 rigidificación	al	 eliminar	 contactos	
hidrófobos	resultó	en	promedio	notablemente	mayor	que	cuando	se	eliminan	enlaces	de	


















		 S2	 S3	 S5	
wt	 		 0,63	±	0,12	 0,62	±	0,16	 0,61	±	0,12	
S43A	 I	 0,89	±	0,31	 0,99	±	0,36	 0,83	±	0,23	
N74A	 I	 0,52	±	0,11	 0,59	±	0,17	 0,57	±	0,15	
R83A	 I	 0,87	±	0,19	 0,73	±	0,20	 0,82	±	0,23	
H72A	 I	 0,73	±	0,12	 0,89	±	0,22	 0,64	±	0,18	
N149A	 I	 0,85	±	0,21	 0,93	±	0,25	 0,93	±	0,24	
N170A	 I	 1,00	±	0,48	 0,88	±	0,35	 0,98	±	0,21	
D263A	 I	 0,67	±	0,17	 1,16	±	0,35	 0,87	±	0,27	
S550A	 I	 0,53	±	0,12	 0,58	±	0,12	 0,45	±	0,07	
K204A	 I/II	 0,79	±	0,21	 0,64	±	0,18	 0,60	±	0,11	
D507A	 I/II	 0,78	±	0,20	 0,80	±	0,23	 0,70	±	0,19	
K241A	 II	 0,97	±	0,30	 0,65	±	0,19	 0,54	±	0,14	
V40A	 III	 0,78	±	0,33	 1,29	±	0,39	 0,81	±	0,23	
F55A	 III	 0,95	±	0,24	 0,82	±	0,21	 0,51	±	0,15	
I207A	 III	 0,94	±	0,19	 1,20	±	0,22	 0,68	±	0,11	
N554A	 III	 0,77	±	0,20	 0,89	±	0,19	 0,59	±	0,10	
I84A	 IV	 0,96	±	0,27	 0,84	±	0,22	 0,58	±	0,15	
I167A	 IV	 0,67	±	0,18	 0,92	±	0,28	 0,53	±	0,15	
I84A	I207A	
N554A	 	 1,05	±	0,20	 1,19	±	0,18	 0,72	±	0,22	
a	El	 número	 indica	 el	 tipo	 de	 interacción	 principal	 eliminada	 (ver	 Tabla	 8):	 grupo	 I,	 puentes	 de	
hidrógeno;	 grupo	 II,	 interacciones	 iónicas;	 grupo	 III,	 interacciones	 hidrofóbicas;	 grupo	 IV,	
únicamente	 un	 número	 mínimo	 de	 interacciones	 de	 van	 der	 Waals.	 b	 Valor	 medio	 de	 la	 ks	 y	
desviación	estándar	para	las	regiones	S2,	S3	y	S5.	
En	 resumen,	 el	 incremento	 de	 rigidez,	 tanto	 en	 S2	 como	 en	 S3,	 parece	 ocurrir	 de	
modo	 fundamentalmente	 independiente	 del	 tipo	 y	 número	 de	 interacciones	 interfásicas	
eliminadas,	y	de	la	presumible	energía	de	asociación	entre	trímeros	perdida	a	causa	de	la	
mutación.	










mutaciones	 de	 ambos	 grupos	 sobre	 un	 trímero	 de	 subunidades	 y	 sobre	 una	 proteína	
subunidad	(VP2)	se	indican	en	la	Figura	30.	El	resultado	mostró	una	clara	diferencia	en	la	
localización	 de	 las	mutaciones	 de	 ambos	 grupos.	 Las	 5	mutaciones	 del	 grupo	 R	 con	 un	
claro	efecto	sobre	la	rigidez	de	S2	(incremento	promedio	+49%)	mapearon	a	 lo	 largo	de	
las	 líneas	principales	de	 las	 interfases	entre	trímeros.	Estas	mutaciones	afectan	residuos	
que	 se	 encuentran	 en	 elementos	 de	 la	 estructura	 secundaria	 de	 VP2	 o,	 en	 un	 caso,	 un	
residuo	en	la	pared	interna	de	la	cápsida.	Además,	entre	estos	residuos	son	más	frecuentes	
las	 cadenas	 laterales	 hidrofóbicas	 o	 con	 un	 fuerte	 componente	 hidrofóbico.	 Por	 el	
contrario,	las	7	mutaciones	del	grupo	E	que	tuvieron	poco	o	ningún	efecto	sobre	la	rigidez	
de	 S2	 (incremento	 promedio	 +8%)	 se	 localizan	 en	 bucles	 expuestos	 en	 la	 superficie	
externa	de	 la	 cápsida.	 Estos	bucles	 no	 están	 estrechamente	 asociados	 con	 el	 resto	de	 la	
subunidad	a	la	que	pertenecen,	sino	que	se	extienden	sobre	subunidades	vecinas	con	las	
que	presentan	cierta	conexión	superficial.	Además,	todos	los	residuos	del	grupo	E	excepto	
I167	 presentan	 esencialmente	 cadenas	 laterales	 polares	 y	 sustancialmente	 expuestas	 al	
solvente.	
Figura	 30.	 Localización	 en	 la	
estructura	 de	 MVM	 de	 residuos	 en	
las	 interfases	 intertriméricas	
pertenecientes	a		los	grupos	R	y	E.		
A)	 trímero	 visto	 de	 frente;	B)	 trímero	
visto	de	perfil.	Los	residuos	del	grupo	R	
(R83,	 K241,	 F55,	 I84	 e	 I207)	 (en	 rojo)		
son	 aquellos	 cuya	 mutación	 a	 alanina	
rigidifica	 considerablemente	 la	 región	
S2.	Los	residuos	del	grupo	E	(H72,	H74,	
S550,	 K204,	 D507,	 I167	 Y	 N554)	 (en	







Los	 residuos	 del	 grupo	 R,	 considerados	 conjuntamente,	 también	 rigidifican	 las	
regiones	S3	más	que	 los	 residuos	del	 grupo	E	 (37%	 frente	 a	21%),	pero	en	este	 caso	 la	
diferencia	entre	grupos	es	mucho	menos	dramática.	Un	punto	a	considerar	para	explicar	




3‐	 Infectividad.	 Por	 razones	 técnicas	 no	 se	 pudieron	 introducir	 tres	 de	 estas	 12	
mutaciones	en	el	clon	infeccioso	de	MVM.	De	los	9	viriones	mutantes	producidos,	6	fueron	
significativamente	menos	 infecciosos	 que	 el	 parental	 (títulos	 entre	 un	 10%	y	menos	 de	
0.001%	 con	 respecto	 al	 título	 del	 virión	 no	 mutado	 en	 experimentos	 controlados	





En	 resumen,	 mutaciones	 muy	 diferentes	 que	 eliminan	 grupos	 e	 interacciones	
diversas	 en	 diferentes	 posiciones	 a	 lo	 largo	 de	 las	 interfases	 entre	 trímeros,	 de	 modo	
general,	 transforman	la	cápsida	de	MVM,	que	es	relativamente	elástica	y	mecánicamente	









Investigamos	 por	 último	 	 si	 la	 combinación	 de	mutaciones	 relativamente	 alejadas	
unas	de	otras	 en	 las	 interfases	 intertriméricas	producían	 variaciones	 aditivas	de	 rigidez	
mecánica.	 Se	 construyeron	 tres	 mutantes	 múltiples	 (Tabla	 9).	 Dos	 de	 las	 tres	
combinaciones	de	mutaciones	ensayadas	(R83A/S550A	y	R83A/H72A/S550A)	impidieron	






regiones	 S5,	 como	 se	 esperaba	 de	 la	 localización	 de	 las	 mutaciones.	 Sin	 embargo,	 la	
cápsida	 con	 la	 triple	 mutación	 resultó	 ser	 una	 de	 las	 más	 rígidas	 analizadas,	 tanto	






























5.1. Distribución	 de	 carga	 en	 la	 pared	 interna	 de	 la	
cápsida	y	dinámica	conformacional	en	MVM	
¿Cómo	se	neutralizan	las	cargas	del	ADN	empaquetado	en	el	virión	de	MVM?		
Considerada	globalmente,	 la	pared	 interna	de	 la	 cápsida	de	MVM	es	 eléctricamente	 casi	
neutra.	Además,	con	excepciones	destacables	que	se	discuten	más	adelante,	la	mayoría	de	
grupos	con	carga	de	signos	contrarios	se	encuentran	cerca	unos	de	otros,	con	lo	que	deben	
neutralizar	mutuamente	 sus	 cargas.	 Aunque	 el	 Nt	 de	 VP1	 presenta	 un	 exceso	 de	 carga	
positiva	(Tabla	2),		no	es	necesario	para	la	formación	de	viriones	que	contienen	el	genoma	
íntegro	 (Tullis	 et	al.,	 1993),	 lo	 que	 sugiere	 que	 no	 participa	 de	 modo	 funcionalmente	
relevante	en	la	neutralización	de	cargas	negativas	del	ADN	empaquetado.	La	importancia	





menos,	 neutralizado	 por	 el	 exceso	 de	 carga	 negativa	 de	 varios	 Nt	 de	 VP2	 vecinas.	 El	
procesamiento	de	VP2	a	VP3	durante	el	ciclo	viral	elimina	aproximadamente	los	primeros	
25	 	 residuos	 del	Nt	 de	 VP2	 pero	 no	 existe	 aumento	 de	 cargas	 no	 neutralizadas,	 ya	 que	
dicho	fragmento	eliminado	contiene	las	mismas	cargas	positivas	que	negativas	(3	de	cada	
signo).	
Esta	 neutralidad	 eléctrica	 general	 en	 la	 pared	 interna	 de	 la	 cápsida	 de	 MVM	
contrasta	 fuertemente	 con	 la	 de	 otros	 virus	 icosaédricos,	 en	 los	 que	 la	 cara	 interna	
presenta	un	 gran	 exceso	de	 cargas	positivas	 (sobre	negativas)	que	 compensarían	buena	
parte	 del	 gran	 número	 de	 cargas	 negativas	 del	 genoma	 viral	 (Tao	 Hu,	 2008;	 VIPER,	
Carrillo‐Tripp	et	al.,	2009).		
No	 resulta	 fácil	 imaginar	 una	 situación	 en	 que	 las	 cargas	 negativas	 del	 ADN	 cs	
empaquetado	 en	 el	 virión	 de	 MVM	 (≃5500)	 no	 estén	 neutralizadas	 en	 su	 mayoría.	 El	
escaso	 volumen	 disponible	 en	 el	 interior	 de	 MVM	 implica	 que	 el	 ADN	 se	 encuentra	













le	 permitirían	 penetrar	 a	 través	 de	 los	 poros	 de	 la	 cápsida	 de	 MVM,	 neutralizando	 las	
cargas	 del	 ADN	 y	 reduciendo	 la	 presión	 interna	 si	 la	 hubiera	 y,	 por	 tanto,	 la	 rigidez	
mecánica.	 No	 obstante,	 este	 resultado	 preliminar	 deberá	 controlarse	 adecuadamente	
demostrando	que	la	espermidina	es	realmente	capaz	de	ser	internalizada.		
Asimismo,	 las	 interacciones	 nativas	 cápsida‐ADN	 contribuyen	 notablemente	 a	 la	
estabilidad	 del	 virión	 de	 MVM	 frente	 a	 su	 inactivación	 térmica	 (apartado	 5.3).	 Por	 el	
contrario,	 la	 	 introducción	 en	 el	 virión	de	 un	 exceso	de	 grupos	 cargados	positivamente,	
algunos	de	ellos	en	posiciones	muy	cercanas	a	los	segmentos	de	ADN	unidos	a	la	cápsida,	
no	aumentó	la	estabilidad	del	virión	frente	a	la	inactivación,	y	en	algún	caso	la	disminuyó	
(mutaciones	 Q137K	 y	 Q255R	 y,	 en	 menor	 medida,	 T257K).	 Además,	 la	 eliminación	 de	
residuos	cargados	positivamente,	excepto	en	un	caso	(R54A),	no	redujo	la	estabilidad	del	
virión	(apartado	4.1.3).		
El	 conjunto	 de	 observaciones	 mencionadas	 sugiere	 que	 en	 el	 virión	 de	 MVM,	 las	
cargas	 del	 ADN	 empaquetado	 deben	 estar	 en	 gran	medida	 neutralizadas	 por	 pequeños	
cationes.	 La	 desestabilización	 estructural	 que	 pudiera	 existir	 debido	 a	 la	 presencia	 de	
algunos	 fosfatos	 no	 neutralizados	podría	 estar	 compensada	por	 la	 reducción	de	 energía	
libre	debida	a	 las	 interacciones	 (no	 iónicas)	entre	 la	 cápsida	y	 segmentos	específicos	de	
ADN	(Figura	8).	
Un	 papel	 biológico	 para	 un	 anillo	 de	 residuos	 cargados	 negativamente	
alrededor	de	cada	poro	de	la	cápsida	de	MVM	
La	introducción	o	eliminación	individual	de	grupos	básicos,	excepto	en	el	caso	de	S182H,	
no	 afectó	 a	 la	 infectividad	 del	 virión.	 Por	 el	 contrario,	 la	 eliminación	 de	 grupos	 ácidos	
evolutivamente	conservados	provocó	pérdidas	drásticas	de	infectividad	en	todos	los	casos,	
excepto	en	el	caso	de	E472A,	en	que	la	reducción	fue	menor.	Tres	de	estos	residuos	ácidos	






anillos	 de	 residuos	 cargados	 negativamente	 son	 funcionalmente	 críticos	 para	 el	
mantenimiento	 de	 la	 dinámica	 conformacional	 de	 la	 cápsida	 alrededor	 de	 los	 poros	
(transición	 estructural	 asociada	 a	 la	 externalización	 de	 Nt	 de	 VP2)	 y,	 por	 ello,	 para	 la	
infectividad	del	virión.	Nuestro	análisis	mutacional	detallado	indica	que	el	mantenimiento	






posibilidades:	 i)	 Los	 grupos	 ácidos	 en	 estos	 anillos	 podrían	 constituir	 un	 “interruptor	
molecular":	 a	pH	normal	 retendrían	por	atracción	electrostática	 los	extremos	Nt	de	VP1	
para	que	no	se	externalicen	antes	de	tiempo	inhibiendo	la	infectividad	(Farr	y	Tattersall,	
2004;	 Farr	et	al.,	 2006;	 Cotmore	 y	 Tattersall,	 2007);	 a	 pH	 ácido	 (en	 los	 endosomas)	 los	
carboxilatos	 del	 anillo	 se	 protonarían	 y	 los	 Nt	 de	 VP1	 se	 liberarían.	 Esta	 posibilidad	 es	
consistente	con	la	necesidad	de	una	disminución	del	pH	para	que	se	externalice	el	Nt	de	
VP1	durante	la	infección	(Mani	et	al.,	2006).	ii)	las	repulsiones	generadas	entre	los	grupos	
ácidos	 en	 determinadas	 circunstancias	 podrían	 facilitar	 el	 reordenamiento	 de	 la	 zona	
alrededor	 de	 cada	 poro	 (Speir	et	al.,	 1995;	 Konecny	et	al.,	 2006).	 iii)	 estas	 repulsiones	
podrían	 reducir	 el	 empaquetamiento	 local	 y	 aumentar	 la	 flexibilidad	 conformacional	
(Vallone	y	Brunori,	2004).		
En	resumen,	 los	resultados	obtenidos	en	este	estudio	 indican	que	 la	pared	 interna	
de	 la	 cápsida	 de	MVM	 es	 (globalmente)	 electrostáticamente	 neutra;	 que	 la	 presencia	 y	
distribución	 en	 ella	 de	 residuos	 positivamente	 cargados	 no	 contribuye	 en	 general	 al	
ensamblaje	 de	 la	 cápsida,	 ni	 a	 la	 neutralización	 de	 las	 cargas	 del	 ADN	 viral,	 ni	 a	 la	








5.2. Intermediarios	 en	 la	 ruta	 de	 (des)ensamblaje	 de	
MVM		
Durante	 el	 ciclo	 viral,	 una	 cápsida	 o	 virión	 está	 sometido	 a	 fuerzas	mecánicas	 en	
diferentes	situaciones,	como	colisiones	con	otras	moléculas,	movimiento	rápido	en	fluidos	




mecánicas	 a	 las	 que	 está	 sometido	 un	 virus	 en	 condiciones	 fisiológicas.	 El	 objetivo	 es	
comunicar	a	las	partículas	víricas,	por	un	medio	mecánico	y	en	condiciones	que	permiten	
visualizar	 los	 fragmentos	desensamblados,	 la	energía	que,	en	condiciones	 fisiológicas,	 se	
aporta	de	otras	maneras:	por	 ejemplo,	 en	el	 caso	del	 virus	de	 la	 fiebre	aftosa,	mediante	
protonación	 de	 ciertos	 residuos	de	 la	 cápsida	 en	 el	 endosoma	 (Ellard	et	al.,	 1999)	 o,	 en	
poliovirus,	mediante	unión	al	receptor	celular	(Chow	et	al.,	1997).	Tradicionalmente	se	ha	
venido	estudiando	el	desensamblaje	de	virus	mediante	calentamiento	o	utilizando	urea	o	
cloruro	 de	 guanidinio,	 que	 tampoco	 están	 normalmente	 presentes	 durante	 el	 proceso	




de	 la	misma	 (Plevka	 et	 al.,	 2011).	 Por	 tanto,	 desde	 el	 punto	de	 vista	 biológico	 el	mayor	
interés	de	los	estudios	de	desensamblaje	de	la	cápsida	de	MVM	es	que	este	proceso	puede	
recapitular,	 en	 sentido	 inverso,	 la	 ruta	 de	 autoensamblaje,	 que	 es	 desconocida.	 La	
evidencia	disponible	es	consistente	con	la	idea	de	que	el	ensamblaje	de	la	cápsida	de	MVM	
(antes	del	empaquetamiento	del	DNA;		Almendral,	2013;	Cotmore	y	Tattersall,	2014)	es	un	
proceso	 reversible,	 aunque	 el	 desensamblaje	 está	 desfavorecido	 por	 histéresis	 (Singh	 y	
Zlotnick,	2003;	Castellanos	et	al.,	2012b).	
En	nuestros	experimentos	de	desensamblaje	mecánico	(apartado	4.2.1;	Castellanos	
et	 al.,	2012b)	hemos	comprobado	experimentalmente	 la	existencia	de	 intermediarios	de	
(des)ensamblaje	 predichos	 en	 diferentes	 estudios	 teóricos	 (ver	 apartado	 1.1.2),	 que	 se	
discuten	a	continuación.		







de	un	virus	 icosaédrico	T=1	 (Rapaport,	2008	y	2010).	No	 toda	 la	 energía	disipada	en	el	
proceso	 de	 liberación	 mecánica	 de	 un	 trímero	 de	 la	 cápsida	 de	 MVM	 tiene	 por	 qué	
corresponder	a	 este	proceso.	No	obstante,	 el	 valor	 calculado	es	del	mismo	orden	que	el	
estimado	para	 la	 interacción	subunidades	de	otras	cápsidas	 icosaédricas	 sencillas,	 como	
las	de	HBV	o	CCMV	(Katen	y	Zlotnick,	2009),	y	el	obtenido	para	la	 	energía	de	asociación	
mediante	 estimaciones	 simplificadas	 basadas	 en	 área	 enterrada	 durante	 la	 asociación	
(Carrillo‐Tripp	 et	 al.,	 2009).	 La	 liberación	 frecuente	 de	 trímeros,	 y	 no	 dímeros	 o	
pentámeros	de	subunidades,	es	consistente	con	 la	mucha	mayor	debilidad	energética	de	
las	interfases	intertriméricas	frente	a	las	intratriméricas	(Carrillo‐Tripp	et	al.,	2009).	
La	 existencia	 de	 histéresis	 durante	 el	 desensamblaje	 en	 solución	 de	 cápsidas	 de	
virus	icosaédricos	ha	sido	justificada	teóricamente	(Singh	y	Zlotnick,	2003;	Reguera,	2013).	
Esta	situación	constituye	una	trampa	cinética	que	evita	la	disociación	de	partículas	víricas	
termodinámicamente	 inestables,	 contribuyendo	 al	 mantenimiento	 de	 la	 integridad	 del	
virión	 incluso	 a	 concentraciones	 muy	 bajas	 del	 mismo	 (como	 ocurre	 en	 el	 medio	
extracelular).	 Por	 tanto,	 ¿por	 qué	 en	 los	 experimentos	 de	 desensamblaje	 mecánico	
observamos	con	frecuencia	cápsidas	de	MVM	a	las	que	falta	un	trímero	y	que	se	mantienen	
de	 forma	estable	sin	disociarse,	pero	 también	sin	 captar	 rápidamente	el	 trímero	que	 les	
falta?	La	razón	es,	probablemente,	que	en	los	experimentos	de	AFM	de	"molécula	única",		
las	 partículas	 víricas	 se	 hallan	 muy	 dispersas	 e	 inmovilizadas,	 solo	 una	 de	 ellas	 es	
sometida	a	desensamblaje,	 y	 el	único	 trímero	disociado	de	esa	única	partícula	 se	diluye	
infinitamente	 en	 el	medio	 líquido,	 o	 incluso	 se	 adsorbe	 rápidamente	 al	 sustrato,	 lo	 que	




pérdida	 de	 un	 trímero	 fue	 seguida	 de	 la	 pérdida	 de	 un	 segundo	 trímero.	 Estas	
observaciones	apoyan	experimentalmente	las	predicciones	de	modelos	teóricos	en	los	que,	








relativamente	 inestables,	 que	 se	 disociaban	 fácilmente	 en	 fragmentos	 menores.	 Estas	
observaciones	apoyan	las	predicciones	teóricas	realizadas	a	partir	de	cálculos	de	energía	
de	asociación	(Reddy	et	al.,	1998)	de	parvovirus	como	MVM,	que	sugerían	la	existencia	de	
este	 tipo	 de	 partículas	 como	 intermediarios	 transitorios	 dominantes	 en	 el	 proceso	 de	
ensamblaje/desensamblaje.	
iv)	Pentámeros	de	 trímeros.	 Con	 relativa	 frecuencia	 se	 observaron	 pentámeros	 de	
trímeros	(a	veces	más	de	uno)	que	presentaban	notable	estabilidad.	Éstos	aparecían	bien	
aislados	 o	 bien	 al	 lado	 de	 cápsidas	 "tres	 cuartos"	 a	 las	 que	 faltaba	 un	 pentámero	 de	
trímeros.	 De	 nuevo,	 estas	 observaciones	 son	 consistentes	 con	 las	 simulaciones	 MD	
(Rapaport,	 2008	 y	 2010)	 que	 predijeron	 la	 existencia	 transitoria	 de	 pentámeros	 de	
capsómeros	durante	el	ensamblaje	de	cápsidas	 icosaédricas	T=1	como	 la	de	MVM.	Estos	
intermediarios,	 bien	 provenientes	 de	 la	 asociación	 de	 capsómeros	 por	 acreción,	 o	 de	 la	
disociación	 parcial	 de	 una	 cápsida	 en	 etapas	 finales	 de	 ensamblaje	 (o	 iniciales	 de	
desensamblaje),	 tenían	 una	 vida	 media	 predicha	 mayor	 que	 otros	 intermediarios	 de	
menor	tamaño.	La	 liberación	relativamente	 frecuente	de	pentámeros	de	trímeros	parece	
ocurrir	 a	mayores	 energías	 en	 indentaciones	más	profundas	que	en	 los	 casos	 en	que	 se	
liberan	 trímeros.	 Esto	 es	 consistente	 con	 la	 necesidad	 de	 romper	 5	 interfases	
intertriméricas	en	 lugar	de	solo	 tres.	No	observamos	dímeros	de	trímeros	o	 trímeros	de	
trímeros,	 y	 estos	 tampoco	 fueron	 predichos	 como	 intermediarios	 transitorios	
mayoritarios	en	las	mencionadas	simulaciones	MD	(Rapaport,	2008	y	2010).		
En	conclusión,	en	vista	de	 las	predicciones	sobre	 intermediarios	de	ensamblaje	de	
virus	 icosaédricos	 muy	 sencillos	 como	 MVM,	 y	 su	 confirmación	 experimental	 en	 este	
estudio,	 proponemos	 tentativamente	 el	 siguiente	modelo	 de	 (des)ensamblaje	 reversible	
para	 la	 cápsida	 de	 MVM	 (Figura	 31)(Castellanos	 et	 al.,	 2012b).	 Los	 trímeros	 de	
subunidades	 constituyen	 los	 elementos	 estables	 (bloques	 de	 construcción)	 para	 el	
ensamblaje;	muchos	de	ellos	se	asociarían	en	pentámeros	de	trímeros,	los	cuales	podrían	
constituir	los	núcleos	de	un	proceso	de	ensamblaje	por	nucleación.	Sobre	los	pentámeros	
de	 trímeros	 se	 asociarían	 más	 trímeros	 mediante	 acreción,	 formando	 cápsidas	
incompletas,	entre	las	que	cápsidas	"tres	cuartos"	serían	prevalentes,	llegando	a	formarse	









explica	 el	 modelo	 en	 detalle.	 Brevemente:	 Trímeros	 estables	 de	 VPs	 (A)	 se	 asocian	
mayoritariamente	en	pentámeros	de	capsómeros	(B),	posibles	núcleos	de	ensamblaje.	Sobre	éstos	
se	 unen	 nuevos	 trímeros	 dando	 lugar	 a	 cápsidas	 cada	 vez	 más	 completas,	 entre	 las	 cuales	
dominarían	 aquellas	 carentes	 de	 un	 pentámero	 de	 trímeros	 (C)	 o	 de	 un	 único	 trímero	 (D).	 La	
captación	de	un	último	trímero	formaría	la	cápsidas	completa	(F).		
	
5.3. Determinantes	 moleculares	 de	 propiedades	
mecánicas	de	MVM,	e	implicaciones	biológicas	
En	este	 trabajo	de	Tesis	Doctoral	 se	han	 realizado	dos	estudios	 en	 los	que	 se	han	
investigado	 con	detalle	 diferentes	 determinantes	moleculares	 de	 la	 rigidez	 o	 elasticidad	
mecánica	de	partículas	víricas,	utilizando	MVM	como	modelo.	El	primer	estudio	(apartado	
4.3;	Castellanos	et	al.,	2015)	ha	permitido	completar	un	trabajo	de	nuestro	grupo	sobre	el	




la	 partícula,	 mediada	 por	 interacciones	 cápsida‐ADN,	 confiere	 una	 ventaja	 selectiva	
porque	 dificulta	 una	 transición	 	 inducida	 	 por	 calor	 	 que	 inactiva	 el	 virión,	 sin	 impedir	
otros	cambios	conformacionales	de	la	partícula	que	son	necesarios	para	la	infectividad.	El	
segundo	estudio	 (apartado	4.4)	ha	 explorado	en	detalle,	 por	primera	vez,	 el	papel	 en	 la	
rigidez	mecánica	de	una	partícula	vírica	de	residuos	situados	a	lo	largo	de	interfases	entre	
subunidades	 de	 la	 cápsida,	 y	 de	 las	 interacciones	 intersubunidad	 que	 estos	 residuos	
establecen.		
Interfases	ADN‐proteína	y	rigidez	mecánica	de	MVM	
Nuestra	 hipótesis	 de	 una	 relación	 entre	 un	 aumento	 de	 rigidez	 mecánica	 en	 una	









de	 diferentes	 mutantes	 adicionales	 a	 los	 anteriormente	 utilizados	 ha	 contribuido	 a	
reforzar	aún	más	 la	validez	de	esta	hipótesis.	 ii)	 la	 reducción	de	rigidez	mecánica	de	 las	
regiones	 S2/S3	 por	 mutaciones	 que	 eliminan	 interacciones	 cápsida‐ADN	 (Figura	 32,	
residuos	 en	 color	 verde)	 está	 invariablemente	 asociada	 con	 una	 mayor	 propensión	 del	




S2/S3	 implicadas	 en	 contactos	 cápsida‐ADN	 y	 una	 reducción	 en	 la	 constante	 de	
inactivación	 térmica	 del	 virión	 (kin).	 Esta	 relación	puede	 justificarse	 invocando	 la	 teoría	
del	 estado	 de	 transición	 de	 una	 reacción,	 y	 asumiendo	 que	 existe	 una	 relación	 lineal	
directa	 entre	 la	 rigidez	 mecánica	 de	 una	 zona	 de	 la	 partícula	 viral,	 y	 la	 energía	 de	
activación	necesaria	∆G	‡	de	una	transición	estructural	en	que	dicha	zona	está	implicada:	




					݇௜௡ ൌ ሺܭ݇஻ܶ/݄ሻ ݁ሺି∆ீ‡/௞ಳ்ሻ	 [Ecuación	7]	
Donde	݇௜௡		es	 la	 constante	 de	 velocidad	 de	 la	 reacción;	ሺܭ݇஻ܶ/݄ሻ	es	 el	 factor	 pre‐
exponencial,	que	corresponde	al	valor	máximo	de	݇௜௡	;	K	es	el	coeficiente	de	transmisión;	
݇஻	es	la	constante	de	Boltzmann;	h	es	la	constante	de	Planck;	T	es	la	temperatura	absoluta;	
y	∆G	‡	es	 la	 diferencia	 entre	 la	 energía	 libre	 del	 estado	 de	 transición	 (‡)	 y	 la	 del	 estado	
basal,	es	decir,	la	energía	libre	de	activación	de	la	reacción.	Por	tanto,	sustituyendo		∆G	‡ ൌ
ܥ݇௘	[1]	en	la	ecuación	de	Eyring	[2]	obtenemos:		





Esta	 expresión	 describe	 la	 relación	 exponencial	 encontrada	 experimentalmente	
entre	 	kin	y	k	s	 (Figura	25)	para	diferentes	viriones	mutantes	en	los	que	se	han	eliminado	
diferentes	interacciones	cápsida‐ADN.	















Se	 representa	 un	 modelo	 espacial	
translúcido	 del	 trímero	 visto	
frontalmente	 (A)	 y	 de	 perfil	 (B).	 Los	
segmentos	 de	 DNA	 (trazos)	 y	 algunos	
residuos	que	 interaccionan	con	ellos	 se	
representan	 en	 verde.	 Algunos	 de	 los	














Jagannathan	 y	 Marqusee,	 2013;	 Seifert	 y	 Grater,	 2013).	 En	 el	 caso	 más	 sencillo	








como	 ocurre	 en	 las	 moléculas	 sujetas	 a	 estiramiento,	 pero	 en	 un	 proceso	 elástico,	
reversible.	 Es	 decir,	 también	 se	 estresan	 o	 se	 rompen	 (gradualmente)	 interacciones	 no	
covalentes	 y	 se	 desplazan	 relativamente	 los	 átomos,	 pero	 no	 lo	 bastante	 como	 para	
alcanzar	 su	 posición	 en	 el	 estado	 de	 transición	 y,	 por	 tanto,	 no	 se	 llega	 a	 disparar	 una	
transición	estructural	a	la	que	la	partícula	pueda	ser	propensa	(de	Pablo	y	Mateu,	2013).		
Supongamos	 que	 hacemos	 una	 modificación	 en	 una	 región	 de	 la	 partícula	 que	
aumente	la	fuerza	global	que	mantiene	a	cada	átomo	de	esta	región	cerca	de	su	posición	de	




hasta	 su	 posición	 en	 el	 estado	 de	 transición.	 Por	 la	misma	 razón,	 cabe	 esperar	 que,	 en	
experimentos	de	indentación,	será	necesario	ejercer	más	fuerza	mecánica	(F)	para	lograr	
cierta	 deformación	 (d)	 de	 esa	 región	 de	 la	 partícula	 vírica.	 	 Puesto	 que	݇௦ ൌ ܨ/݀	,	 	 es	
razonable	esperar	que	la	constante	elástica	(rigidez)	de	la	región	considerada	y	la	energía	





Esta	 relación	 lineal	 entre		݇௦ 	y	∆G	‡	es	 conceptualmente	 satisfactoria	 también	 para	
valores	extremos	de	݇௦.	Si	݇௦ ൌ 	∞,	∆G	‡ ൌ 	∞.	Es	decir,	si	la	región	en	la	que	ha	de	ocurrir	
el	 cambio	 conformacional	 fuera	 indeformable,	 los	 átomos	 no	 podrían	 moverse	 y	 sería	
imposible	 que	 ocurriera	 el	 cambio	 conformacional.	 Si	݇௦ ൌ 	0,	 los	 átomos	 se	 moverían	
libremente	incluso	si	no	se	aplica	fuerza,	no	existiría	barrera	energética	que	impidiera	el	
cambio	conformacional	(∆G	‡	=	0)	y	la	velocidad	de	la	reacción	sería	máxima		[Ecuación	8].	
Es	 importante	 recordar	 que	 lo	 que	 hemos	 encontrado	 experimentalmente,	 y	
justificamos	 conceptualmente,	 es	 una	 relación	 directa	 entre	 variaciones	 de	 la	 rigidez	
mecánica	de	una	región	concreta	de	 la	cápsida,	y	de	 la	energía	 libre	de	activación	de	un	
cambio	 conformacional	 en	 la	 misma	 región,	 no	 entre	 valores	 absolutos	 de	 estos	
parámetros:	 el	 valor	 de	 C	 probablemente	 dependerá	 de	 la	 región	 de	 la	 partícula	 y	 la	
transición	considerada.	Hay	que	hacer	notar	 también	que	 la	elasticidad	 intrínseca	de	un	
material	viene	definido	por	el	módulo	de	Young,	no	por	la	constante	elástica.	No	obstante,	
como	estamos	considerando	una	misma	región	del	mismo	virus	la	geometría	no	varía,	de	
forma	 que	 los	 valores	 de	݇௦	para	 los	 diferentes	 mutantes	 son	 proporcionales	 a	 sus	
módulos	de	Young	y	sirven	para	comparar	su	rigidez	intrínseca	relativa.		
La	buena	relación	exponencial	entre	݇௦	y	∆G	‡	ha	sido	planteada	utilizando	una	serie	
de	 mutantes	 cuyo	 efecto	 está	 centrado	 en	 una	 zona	 de	 la	 cápsida	 y	 que	 afectan	 a	 una	
característica	 estructural	 concreta:	 las	 interacciones	 cápsida‐ADN.	 Cuando	 la	 rigidez	
mecánica	 se	 modificó	 mediante	 la	 introducción	 de	 combinaciones	 de	 mutaciones	 que	
afectan	 diferentes	 características	 estructurales	 (regiones	 de	 interacción	 con	 ADN	 y	
cavidades	 (Figura	 32),	 la	 relación	 se	 mantuvo,	 pero	 se	 desvió	 significativamente	 de	 la	
idealidad.	Estas	deviaciones	deben	ser	estudiadas	en	profundidad,	y	pueden	depender	de	
aspectos	 como	 la	 posible	 existencia	 de	 cierta	 anisotropía	 en	 la	 deformabilidad	 de	 las	
regiones	 S2/S3	 (Brockwell	 et	 al.,	 2003;	 Carrion‐Vazquez	 et	 al.,	 2003)	 y	 de	 posibles	
diferencias	entre	 el	 conjunto	de	átomos	desplazados	por	 la	 indentación	y	el	de	 aquellos	
implicados	 en	 la	 transición	 estructural	 considerada.	 Si	 la	 anisotropía	 mecánica	 no	 es	










mecánica	 de	 éstas	 zonas	 (S2/S3),	 dificultando	 un	 cambio	 conformacional	 del	 virión,	
inducido	por	calor,	que	provoca	su	inactivación.	Sin	embargo,	las	regiones	S5	permanecen	
libres	de	ADN,	y	por	tanto	se	mantienen	lo	suficientemente	elásticas	como	para	permitir	
un	 cambio	 conformacional	 diferente,	 relacionado	 con	 la	 apertura	 de	 los	 poros	 de	 la	
cápsida,	que	es	necesario	para	la	viabilidad	del	virión	(Castellanos	et	al.,	2012a).	
Interfases	proteína‐proteína	y	rigidez	mecánica	de	MVM	
	 El	 análisis	 mutacional	 descrito	 en	 el	 apartado	 4.4	 permite	 extraer	 una	 serie	 de	




ii)	 la	gran	mayoría	de	 las	cadenas	 laterales	 interfásicas	analizadas	no	contribuye	a	
mantener	la	elasticidad	de	las	regiones	S5	donde	se	sitúan	los	poros.		
iii)	 La	 gran	 mayoría	 de	 las	 cadenas	 laterales	 interfásicas	 analizadas	 contribuye	
decisivamente	 a	 mantener	 la	 elasticidad	 de	 las	 regiones	 S2	 y	 S3;	 si	 se	 eliminan	
individualmente	por	mutación	a	alanina	estas	cadenas	laterales,	las	regiones	S2	y	S3	de	la	




iv)	 este	 efecto	 rigidificante	 de	 las	 mutaciones	 en	 las	 interfases	 entre	 trimeros	 no	
depende	 del	 tipo	 y	 número	 de	 interacciones	 no	 covalentes	 intertriméricas	 eliminadas:	





región	 S2	 situada	 en	 el	 centro	 de	 la	 interfase	 entre	 cada	 par	 de	 trímeros,	 depende	
claramente	 de	 la	 posición	 del	 residuo	 analizado	 (Figura	 30):	 la	 rigidificación	 de	 S2	 es	
elevada	 (en	 promedio,	 un	 incremento	 cercano	 al	 50%)	 cuando	 se	 eliminan	 cadenas	
laterales	 con	 un	 fuerte	 componente	 hidrofóbico,	 generalmente	 enterradas	 (en	 parte	 al	
menos)	a	lo	 largo	de	la	línea	principal	de	contacto	frontal	entre	trímeros	(grupo	R,	color	







laxo,	 con	 residuos	 de	 trímeros	 vecinos	 (grupo	 E,	 color	 cyan	 en	 Figura	 30).	 La	





factores	 B	 en	 la	 estructura	
cristalográfica	 de	 un	 trímero	 de	 	 la	
cápsida	 de	 MVM.	 Se	 representa	 un	
modelo	 de	 cinta	 del	 trímero	 visto	
frontalmente	(A)	y	de	perfil	(B).	El	valor	
del	factor	B	para	cada	C	se	representa	
según	 la	 anchura	 de	 la	 cinta	 y	 un	
espectro	 de	 color	 que	 va	 desde	 una	
anchura	 mínima	 y	 color	 azul	 oscuro	
(factor	 B	 mínimo),	 hasta	 una	 anchura	
máxima	 y	 color	 rojo	 oscuro	 (factor	 B	
máximo).	
vi)	 El	 efecto	 diferencial	 de	 mutaciones	 de	 residuos	 de	 los	 grupos	 R	 o	 E	 sobre	 la	
rigidez	 local	 también	se	 aprecia	 en	 las	 regiones	S3	 situadas	 lejos	de	 las	 interfases,	 en	el	
centro	de	los	trímeros	(Figura	30);	sin	embargo,	la	diferencia	entre	grupos	en	cuanto	a	su	
efecto	sobre	la	rigidez	es	menor	para	S3	que	para	S2.		
vii)	 De	 modo	 consistente	 con	 lo	 observado	 con	 virus	 más	 complejos	 (Hernando‐













de	 las	 interfases,	un	aumento	sustancial	en	 la	rigidez	mecánica	de	S2	y	S3,	aunque	estas	
mutaciones	son	prácticamente	las	únicas	que	rigidifican	además	la	región	S5.	La	mayoría	
de	estos	 residuos	en	S5,	 aunque	no	 todos,	 forman	parte	 también	de	 las	 interfases	 entre	
trímeros,	 pero	 a	 diferencia	 de	 los	 demás	 residuos	 interfásicos	 analizados,	 forman	 un	
subgrupo	discreto	 en	 la	 pared	 interna	de	 la	 cápsida,	 claramente	 separado	de	 los	demás	





estructuralmente	 los	 efectos	 mecánicos	 observados	 por	 mutación	 de	 residuos	 de	 la	
cápsida	de	MVM	(Figura	34).	 La	 cápsida	parece	haber	 evolucionado	de	 tal	modo	que	 se	






El	 aumento	 de	 rigidez	 observado	 no	 depende	 del	 número	 y	 tipo	 de	 interacciones	
eliminadas.	Por	tanto,	el	mantenimiento	de	la	cápsida	cerca	de	este	máximo	de	elasticidad	
se	 debería	 en	 buena	 medida	 a	 un	 numeroso	 conjunto	 de	 grupos	 químicos	 situados	 en	
interfases	 entre	 subunidades,	 o	 alrededor	 de	 poros	 o	 cavidades.	 Cuando	 cualquiera	 de	
estos	grupos	se	elimina	por	mutación,	en	la	zona	que	ocupaba	el	grupo	eliminado	se	crea	
una	 pequeña	 cavidad	 (60	 en	 posiciones	 equivalentes	 en	 la	 cápsida).	 En	 el	 contexto	














intertrímeros;	 en	 verde	 los	 residuos	 que	 interaccionan	 con	 el	 ADN	 (también	 en	 verde	 pero	 en	
representación	 de	 “esqueleto);	 y	 en	magenta	 los	 residuos	 de	 las	 cavidades.	A)	 Trímero	 visto	 de	
frente.	B)	Trímero	visto	de	lado.	C)	Pentámero	de	trímeros	con	un	poro	localizado	en	el	centro	de	la	
imagen.		
Este	 modelo	 hipotético	 viene	 apoyado	 por	 los	 resultados	 preliminares	 de	 una	
comparación	de	las	estructuras	cristalográficas	de	la	cápsida	de	MVM	no	mutada	con	la	del	
mutante	 N170A,	 que	 acaba	 de	 ser	 resuelta	 por	 el	 grupo	 de	 la	 Dra.	 N.	 Verdaguer	 en	
colaboración	 con	 nosotros	 (J.Querol,	 A.Rodríguez‐Huete,	 M.G.Mateu	 y	 N.Verdaguer,	
resultados	no	publicados).	El	residuo	N170	se	encuentra	en	la	 interfase	intertrimérica,	y	
forma	 parte	 también	 del	 grupo	 de	 residuos	 situados	 en	 la	 base	 de	 los	 poros	 en	 S5.	 La	
mutación	N170A	incrementa	notablemente	la	rigidez	global	de	la	cápsida	(de	las	regiones	








los	 poros.	 El	 conjunto	 de	 estas	 reorganizaciones	 da	 como	 resultado	 una	 estructura	 que	
parece	 ligeramente	más	 compactada	 en	 diferentes	 regiones	 (no	 solo	 en	 la	 región	 de	 la	
mutación).	 Estas	 observaciones	 deben	 aún	 confirmarse	 mediante	 un	 análisis	 más	
definitivo	de	la	estructura	de	este	mutante	(en	curso).	En	un	futuro	estudio	pretendemos	
analizar	si	la	eliminación	de	otros	grupos	químicos	en	zonas	interfásicas	de	la	cápsida	de	
MVM	 que	 rigidifican	 igualmente	 la	 cápsida	 producen	 un	 efecto	 de	 compactación	 global	
similar	al	de	la	mutación	N170A.		





clara	 ventaja	 biológica	 al	 incrementar	 la	 resistencia	 térmica	 frente	 a	 la	 inactivación	
(apartado	 4.3.1).	 En	 el	 laboratorio,	 si	 se	 eliminan	 las	 interacciones	 cápsida‐ADN	 en	 el	
virión,	 puede	 conseguirse	 fácilmente	 restaurar	 la	mayor	 rigidez	 de	 S2	 y	 S3	mediante	 la	
alteración	 el	 volumen	 de	 las	 cavidades	 de	 la	 cápsida	 (o,	 probablemente,	 mediante	
sustituciones	 de	 aminoácidos	 en	 las	 interfases	 intertriméricas).	 Sin	 embargo,	 en	 la	




una	 relativamente	 elevada	 elasticidad	 de	 las	 regiones	 S2	 y	 S3	 de	 la	 cápsida	 vacía.	 La	
relación	 hallada	 para	 el	 virión	 de	MVM	 entre	 elasticidad	mecánica	 de	 las	 regiones	 S5	 y	
dinámica	conformacional	local	sugiere	la	posibilidad	de	que,	de	modo	análogo,	se	requiera	
cierto	 dinamismo	 conformacional	 de	 las	 regiones	 S2	 y	 S3	 de	 la	 cápsida	 vacía	 (no	 del	
virión)	 para	 facilitar	 algún	 proceso	 del	 ciclo	 viral	 en	 que	 aquélla	 está	 implicada.	 Por	
ejemplo,	 su	 ensamblaje	 o	 el	 empaquetamiento	 del	 genoma.	 Según	 esta	 hipótesis,	 las	
mutaciones	 que	 rigidifican	 las	 regiones	 S2	 y	 S3	 de	 la	 cápsida	 vacía	 deberían	 ser	
biológicamente	desfavorables.	En	este	sentido,	hemos	observado	que	la	mayoría	de	estas	
mutaciones,	 especialmente	 entre	 las	 que	 aumentan	más	 la	 rigidez	 de	 S2/S3,	 reducen	 la	
infectividad	del	virión.	Sin	embargo,	algunas	no	afectan	significativamente	a	la	infectividad,	







en	 el	 cual	 se	 ha	 comprobado	 que	 partículas	 víricas	 con	 distintos	 grados	 de	 elasticidad	
mecánica	tienen	distinta	propensión	a	 liberar	su	genoma	(Vaughan	et	al.,	2014).	En	todo	
caso,	 no	 hemos	 observado	 una	 correlación	 clara	 que	 permita	 proponer	 una	 conexión	
inequívoca	entre	flexibilidad	mecánica	de	las	regiones	S2	y	S3	de	la	cápsida	e	infectividad	
de	MVM,	 al	menos	en	 condiciones	de	 laboratorio.	Desde	 luego,	no	es	necesario	que	una	
mutación	 afecte	 a	 la	 infectividad	 o	 la	 eficacia	 biológica	 en	 estas	 condiciones	 para	 que	
pueda	presentar	una	desventaja	 selectiva	en	el	medio	natural.	De	hecho,	 las	mutaciones	
que	 reducen	 la	 rigidez	 de	 las	 regiones	 S2/S3	 del	 virión	 y	 la	 resistencia	 de	 este	 a	 la	






ii)	 un	 papel	 biológico	 para	 la	 rigidificación	 local	 del	 virión	 a	 través	 de	 interacciones	
cápsida‐ADN;	iii)	un	papel	importante	en	el	mantenimiento	de	la	elasticidad	mecánica	de	
la	cápsida	de	residuos	situados	a	lo	largo	de	interfases	entre	subunidades	triméricas	de	la	
cápsida,	 especialmente	 de	 aquellos	 localizados	 en	 la	 zona	 de	 contacto	 frontal	 entre	
trímeros;	iv)	un	mecanismo	estructural	tentativo	para	explicar	de	modo	general	el	efecto	
mecánico	 de	 mutaciones	 que	 aumentan	 la	 rigidez	 global	 de	 la	 cápsida,	 basado	 en	
facilitación	 de	 la	 compactación	 de	 la	 estructura	 	 mediante	 la	 creación	 de	 pequeñas	
cavidades	resultantes	de	 la	mutación.	v)	 la	posibilidad	de	que	 la	 cápsida	de	MVM	(no	el	



























1. La	presencia	y	distribución	de	residuos	eléctricamente	cargados	en	 la	pared	 interna	
de	la	cápsida	de	MVM	no	es	en	general	relevante	para	el	ensamblaje	de	la	partícula	o	
para	 la	 infectividad	 del	 virión.	 Sin	 embargo,	 anillos	 de	 residuos	 cargados	
negativamente	situados	alrededor	de	los	poros	de	la	cápsida	resultan	críticos	para	la	





los	 intermediarios	 transitorios	 predichos	 por	 diversos	 estudios	 teóricos	 para	 el	
proceso	 reversible	 de	 ensamblaje/desensamblaje	 de	 virus	 icosaédricos	 sencillos.	
Estos	 intermediarios	 incluyen	 cápsidas	 casi	 completas	 carentes	 de	 un	 trímero,	
cápsidas	carentes	de	un	pentámero	de	trímeros,	y	pentámeros	de	trímeros.		
3. Se	 ha	 identificado	 una	 relación	 cuantitativa	 entre	 una	 disminución	 de	 la	 rigidez	
mecánica	de	 las	 regiones	 S2	 y	 S3	del	 virión	de	MVM	causada	por	 la	 eliminación	de	
interacciones	 con	el	ADN	vírico,	 y	un	aumento	 en	 la	propensión	de	 éste	 a	 sufrir	un	
cambio	 estructural	 mediado	 por	 calor	 que	 inactiva	 su	 capacidad	 infectiva.	 La	
aplicación	de	 la	 teoría	del	 estado	de	 transición	 indica	que	existe	una	 relación	 lineal	
entre	 rigidez	 mecánica	 de	 una	 región	 del	 virión	 y	 la	 barrera	 energética	 de	 una	
transición	estructural	en	la	que	esa	región	está	implicada.		
4. Se	refuerza	la	hipótesis,	avanzada	por	nuestro	grupo,	sobre	un	papel	biológico	para	la	
distribución	 anisotrópica	 de	 la	 elasticidad	 mecánica	 en	 el	 virión	 de	 MVM.	 Las	





aumento	 de	 elasticidad	 local	 debido	 a	 la	 eliminación	 de	 interacciones	 cápsida‐ADN	
puede	ser	 compensada	mediante	 la	 introducción	alrededor	de	 cavidades	vecinas	de	
mutaciones	 que	 rigidifican	 la	 cápsida.	 Sin	 embargo,	 no	 parece	 que	 el	 virus	 haya	
utilizado	durante	 su	evolución	este	mecanismo	de	 rigidificación	como	alternativa	 al	
establecimiento	de	interacciones	con	el	ADN.		
6. Residuos	 situados	 generalmente	 en	 elementos	 de	 estructura	 secundaria	 en	 la	
proteína	de	 la	cápsida	de	MVM,	y	situados	a	 lo	 largo	de	 las	 líneas	principales	de	 las	
interfases	 entre	 trímeros,	 ejercen	 un	 papel	 importante	 en	 el	 mantenimiento	 de	 la	
elasticidad	mecánica	de	 la	cápsida.	La	eliminación	 individual	de	 la	cadena	 lateral	de	
residuos	 de	 la	 cápsida	 implicados	 en	 estas	 interfases	 provoca	 casi	 invariablemente	
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